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Povzetek 
Področje farmacevtske kemije se sooča z izzivom, saj je le 25 % človeškega proteoma 
dostopnih z vidika klasičnega načrtovanja zdravilnih učinkovin, medtem ko na preostali 
del proteinov zaenkrat težko vplivamo z majhnimi molekulami. Obstajajo alternativni 
pristopi načrtovanja novih zdravilnih učinkovin, kot so stabilizirane peptidne učinkovine, 
monoklonska protitelesa, gensko zdravljenje in terapija s spojinami, ki interagirajo z 
nukleinskimi kislinami. Kljub izrazitemu napredku omenjeni pristopi ne pokrijejo 
celotnega biološkega prostora in niso uporabni pri velikem številu tarč in bolezni. Kot 
izjemno obetaven se je v zadnjih letih izkazal razvoj himernih molekul, ki izkoriščajo 
ubikvitin-proteasomski sistem za proteolitično razgradnjo tarčnih proteinov. Te himerne 
oziroma bifunkcionalne razgrajevalce imenujemo 'proteolysis-targeting chimeras' 
(PROTACs), sestavljeni pa so iz treh delov: liganda za izbrano E3 ubikvitin ligazo, 
ustreznega distančnika in liganda, ki se veže na tarčni protein. Zaradi svojega mehanizma 
delovanja so te molekule sposobne v nizkih koncentracijah z visoko selektivnostjo doseči 
razgradnjo tarčnega proteina. Tovrsten farmakološki pristop se je že izkazal za boljšo 
alternativo farmakološkemu modelu zasedenosti predvsem pri rakavih obolenjih, pri 
katerih se pogosto razvije rezistenca na klasične zaviralce proonkogenih proteinov, bodisi 
zaradi njihove mutacije ali pa kompenzatornega povečanja njihovega izražanja. Primer 
farmakološko izjemno uporabnega proteina, ki lahko razvije odpornost na uporabljane 
zaviralce, je tudi antiapoptotični protein Bcl-2, ki zavira programirano celično smrt in ima 
ključno vlogo pri patogenezi folikularnega limfoma, difuznih velikoceličnih B limfomov, 
multiplih mielomov in kroničnih limfocitnih levkemij. 
 
Na osnovi znanega zaviralca Bcl-2, tj. venetoklaksa, smo sintetizirali šest PROTAC spojin, 
ki vsebujejo ligand za cereblon kot E3 ligazo, ter po eno spojino, ki vsebuje ligand za VHL 
oziroma za IAP kot E3 ligazo. Vsem osmim spojinam smo ovrednotili njihovo afiniteto za 
vezavo na Bcl-2 ter sposobnost indukcije razgradnje proteina Bcl-2. Kljub dokazani 
afiniteti do Bcl-2 nobena izmed spojin pri dveh različnih koncentracijah ni izkazovala 
razgradnje tarče. Nadalje smo molekule testirali še na treh različnih celičnih linijah in 
ugotovili, da so nekatere izmed njih povzročile celično smrt. To nakazuje, da mehanizem 
delovanja teh molekul ne vključuje razgradnje Bcl-2, temveč najverjetneje le njegovo 
zaviranje, hkrati pa zaenkrat ne moremo izločiti tudi drugih mehanizmov delovanja. 
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Abstract 
The drug discovery industry is facing a challenge since more than 75 % of the human 
proteome is not easily modulated by small molecules and is therefore considered 
undruggable. Some alternative therapeutic approaches led to success, i.e. stabilized 
peptides, monoclonal antibodies, nucleic acid-based therapeutics, and gene therapy; 
however, these cannot be applied effectively to all biological targets and diseases. 
Recently, a novel approach using chimeric molecules that utilize the ubiquitin-proteasome 
system to induce proteolytic degradation of targeted proteins was discovered. These 
bifunctional compounds are termed proteolysis-targeting chimeras or PROTACs and are 
comprised of three elements: a ligand for the E3 ligase, a ligand binding to the protein of 
interest, and a linker connecting the two. The mechanism of action allows PROTACs to 
induce the degradation of the targeted protein in low concentrations and with high 
selectivity. This event-driven pharmacology model represents a better alternative to the 
occupancy-driven pharmacology model particularly in cancerous diseases, where 
resistance to classical inhibitors of prooncogenic proteins or their compensatory 
overexpression often develop. Bcl-2 is an example of a pharmacologically relevant anti-
apoptotic protein that commonly becomes chemoresistant and is present in follicular 
lymphomas, diffuse B-cell lymphomas, multiple myeloma and in chronic lymphocytic 
leukemia. 
  
Building on the established Bcl-2 inhibitor venetoclax, we have synthesized six PROTAC 
molecules that bind to cereblon as the targeted E3 ligase, one that binds to VHL and 
another that binds to IAP as the E3 ligase. We determined the binding affinity of 
PROTACs for Bcl-2 and their ability to induce Bcl-2 degradation. The molecules 
expressed adequate affinity for Bcl-2 but failed to cause its proteolysis. We additionally 
tested the Bcl-2 – cereblon PROTACs on three different cell lines and found that some 
significantly reduced cell viability. The results indicate that the synthesized compounds are 
capable of inhibiting but not also degrading Bcl-2. However, further research is needed to 
fully explain their mechanism of action. 
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Opomba 
Ker za nekatere izraze, ki so zelo področno specifični, ni slovenskega izraza, sem te ob 
prvem pojavljanju v tekstu opisno razložila, nato pa v tekstu naprej uporabljala angleški 
izraz v navednicah.  
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Seznam okrajšav 
Aphos (4-(N,N-Dimetilamino)fenil)di-terc-butil fosfin 
AMP Adenozin monofosfat 
ATP Adenozin trifosfat 
Bcl Protein B-celični limfom 
BRD4 Bromodomena-vsebujoči protein 4 
d Dublet 
dd Dublet dubleta 
d kv Dublet kvarteta 
DIPEA Diizopropiletilamin 
DMAP 4-dimetilaminopiridin 
DMF N,N-dimetilformamid 
DMSO Dimetilsulfoksid 
ekv Ekvivalent 
ESI Ionizacija z razprševanjem v električnem polju (angl. Electrospray 
ionization) 
HATU 1-[Bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridinijev 3-
oksid heksafluorofosfat 
HPLC Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. High-performance 
liquid chromatography) 
HRMS Masna spektrometrija visoke ločljivosti (angl. High-resolution mass 
sprectrometry) 
IAP Apoptozo zavirajoči protein (angl. Inhibitor of apoptosis) 
J Sklopitvena konstanta 
LC-MS Tekočinska kromatogafija – masna spektrometrija (angl. liquid 
chromatography–mass spectrometry) 
logP Porazdelitveni koeficient 
m Multiplet 
nav Navidezen 
NMR Jedrska magnetna resonanca (angl. nuclear magnetic resonance) 
PBS Izotonični fosfatni puffer (angl. phosphate buffer saline) 
Pd2(dba)3 Tris(dibenzilaceton)dipaladij(0) 
Pd/C Paladij na ogljiku 
PROTAC Himerni razgrajevalec (angl. Proteolysis-targeting chimera) 
PSA Ploščina polarne površine molekule (angl. Polar surface area) 
r Razširjen 
Rf Retencijski faktor 
s Singlet 
sim Simetričen 
t Triplet 
TFA Trifluoroocetna kislina 
THF Tetrahidrofuran 
TLC Tankoplastna kromatografija 
tR Retencijski čas 
VHL Von Hippel–Lindau tumor supresorski protein 
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1. Uvod 
1.1. Izzivi in strategije pri načrtovanju zdravilnih učinkovin 
Načrtovanje in sinteza novih zdravilnih učinkovin je raznoliko področje farmacevtske 
kemije, ki se neprestano razširja in raziskuje možnosti za izboljšavo. Z iskanjem inovacij, 
validiranjem novih potencialnih bioloških tarč ter zagotavljanjem specifične in selektivne 
vezave nanje imajo raziskovalci priložnost odkriti spojine, ki bi lahko pomembno vplivale 
na zdravljenje mnogih bolezni.
 Dejstvo je, da se farmacevtska industrija sooča s številnimi 
izzivi, ki upočasnjujejo napredovanje področja farmacevtske kemije.(1) Ker je le 25 % 
človeškega proteoma farmakološko dostopnih z vidika klasičnega načrtovanja zdravilnih 
učinkovin, je aktivnost večine bioloških makromolekul, kot so npr. transkripcijski faktorji 
in ogrodni proteini, še vedno težko modulirati z malimi molekulami (angl. undruggable 
makromolekule oziroma tarče).(2) Pri protitumornem zdravljenju kljub velikemu napredku 
novih nizkomolekularnih zdravilnih učinkovin v tarčni terapiji dodatno oviro predstavlja 
pojav pridobljene odpornosti ob redni uporabi zaviralcev onkogenih proteinov bodisi preko 
pretiranega izražanja tarčnega proteina ali pa njegove mutacije.(3) 
 
Tradicionalno je bil razvoj zdravilnih učinkovin osredotočen predvsem na majhne 
molekule, v zadnjih nekaj desetletjih pa so tovrstno terapijo poskusili dopolniti z uporabo 
novih pristopov k zdravljenju.
(1) Z napredki v molekularni biologiji, ki so omogočili 
učinkovito izražanje, čiščenje in analizo proteinov, se je razširila uporaba rekombinantnih 
hormonov, kot so inzulin, eritropoetin, somatotropin, horionski gonadotropin in drugi.
(1,4)
 
Tovrstna biološka zdravila in druge peptidne učinkovine sicer uspešno ciljajo zunajcelične 
biološke tarče z odlično močjo in selektivnostjo vezave, vendar imajo slabo stabilnost ter 
permeabilnost membran, niso peroralno biološko uporabna in zahtevajo apliciranje z 
injiciranjem.
(1)
 Podobne težave so značilne tudi za monoklonska protitelesa, ki se sicer 
ponašajo z visoko specifičnostjo in afiniteto do tarče ter zmožnostjo blokiranja 
zunajceličnih signalnih poti na nivoju interakcij protein-protein in protein-ligand. Široko 
razširjeno uporabo monoklonskih protiteles preprečuje tudi omejenost na zunajcelične 
tarče ter visoka cena teh zdravil. (5,6) Nekateri novi pristopi vključujejo uporabo kemijsko 
stabilnih peptidov (npr. oligopeptidov z zanko, ki na dveh mestih povezuje peptidno 
verigo) ter pegiliranih ali z lipidi konjugiranih peptidov, kar izboljša njihove 
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farmakokinetične in vivo lastnosti. Napredek je opazen tudi pri razvoju dostavnih sistemov, 
kot so liposomi in nanodelci, ki so ključni za povečanje uporabnosti nekaterih spojin.(1) 
 
Alternativa so še strategije, ki temeljijo na interakcijah z nukleinskimi kislinami, kot so 
protismiselni oligonukleotidi, ribocimi in RNK interferenca, ki zavrejo ekspresijo 
patoloških genov. Tovrstna zdravila sicer lahko delujejo znotrajcelično in so sposobna 
doseči visoko moč vezave na svojo tarčo, vendar njihova slaba stabilnost, neugodne 
farmakokinetične lastnosti, težavna dostava zdravilne učinkovine na mesto delovanja in 
pomanjkanje peroralne biološke razpoložljivosti omejujejo njihovo uporabnost.(2,5,7,8) Na 
trgu je tudi nekaj zdravil za gensko zdravljenje kot npr. Kymriah (tisagenlecleucel)
(9)
, 
Yescarta (aksicabtagen ciloleucel)
(10)
, Luxturna (Voretigen neparvovek)
(11)
 in Imlygic 
(Talimogen laherparepvek)
(12)
, prav tako pa je spodbuden napredek pri razvoju CRISPR-
Cas9 pristopa za specifično moduliranje tarčnega gena.(1) 
 
Opisane metode omogočajo proizvodnjo učinkovitih zdravil in lahko ciljajo široko 
območje biološkega prostora na različne načine, ampak pri velikem številu tarč in bolezni 
vseeno niso uporabne.
(1) Najnovejši pristopi v razvoju si zato prizadevajo združiti izvrstno 
moč in selektivnost vezave bioloških molekul ter ugodne farmakokinetične lastnosti 
majhnih molekul. Teoretično bi ta pristop omogočil razvoj idealne spojine, ki bi lahko z 
visoko selektivnostjo, peroralno uporabnostjo in dobrim porazdeljevanjem v telesu 
(potencialno tudi v centralni živčni sistem) ciljala znotrajcelične proteine, vključujoč 
'undruggable' del proteoma.
(2,6)
 Hkrati raziskovalci poskušajo opustiti farmakološki model 
zasedenosti (angl. occupancy-driven model), pri katerem se patološke proteine le zavira, in 
se posvetiti farmakološkemu modelu dogodka (angl. event-driven model), ki delovanje teh 
proteinov obvladuje z zniževanjem njihove koncentracije (Slika 1).(13) S to spremembo bi 
lahko tudi omilili pojavnost netarčnih učinkov, ki so pogosti pri prvem modelu, saj za 
zadovoljivo terapevtsko učinkovitost zahteva doseganje višjih koncentracij na mestu 
delovanja.
(2,14)
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Slika 1: Primerjava farmakološkega modela zasedenosti (angl. occupancy-driven model) s 
farmakološkim modelom dogodka (angl. event driven model). Povzeto po Crews in 
soavtorji.
(13)
 
 
1.2. Tarčna razgradnja proteinov in molekule PROTAC  
Pristop, ki je v zadnjih nekaj letih sprožil val zanimanja, deluje na principu tarčne 
razgradnje proteinov in izkorišča v celici naravno prisotne sisteme za odstranjevanje 
nefunkcionalnih, poškodovanih in odsluženih proteinov.(15) To nalogo opravljajo veliki 
cilindrični proteinski kompleksi, imenovani proteasomi, ki so zadolženi za razgradnjo z 
ubikvitinom kovalentno označenih beljakovin. Pripenjanje 76 aminokislin dolgih 
ubikvitinskih oznak poteka v naslednjih stopnjah: (Slika 2) 
1. aktivacija ubikvitina z encimom E1,  
2. konjugacija z encimom E2, ki katalizira prenos ubikvitina z E1 na aktivno mesto 
E2 s trans(tio)esterifikacijo, 
3. E3 ubikvitin ligaza tvori amidno vez med C-terminalnim glicinom ubikvitina in 
lizinom tarčnega proteina.  
Zadnji korak se lahko večkrat ponovi, tako da nastane poli-ubikvitinska veriga na -amino 
skupini lizinske stranske verige tarčnega proteina. Proteasom tako označene molekule 
prepozna in jih proteolitično razgradi na manjše fragmente.(7,16) 
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Slika 2: Razgradnja proteinov preko poti ubikvitin-proteasom. Povzeto po Eldridge in 
O’Brien.(17)  
 
Bifunkcionalne molekule, ki za svoje delovanje izkoriščajo opisani ubikvitin-proteasom 
sistem, so t.i. himerne molekule, ki povzročajo razgradnjo (angl. 'proteolysis-targeting 
chimeras' oziroma PROTACs). Vsaka molekula PROTAC je sestavljena iz treh delov: 
liganda za izbrano E3 ubikvitin ligazo, ustreznega distančnika (linkerja) in specifičnega 
liganda, ki se veže na tarčni protein (Slika 3). Učinkovita himerna molekula je tako 
sposobna namestiti izbrani patološki protein na ustrezni razdalji in v pravilni orientaciji 
glede na E3 ligazo, da lahko poteče njegova ubikvitinacija in nadaljnja razgradnja s 
proteasomom.
(8)
 
 
 
Slika 3: Princip delovanja PROTAC molekul. Povzeto po An in Lu. 
(18)
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Opisani mehanizem delovanja tovrstnih himernih molekul ima številne prednosti pred 
tradicionalnim pristopom, pri katerem pride zgolj do zaviranja tarčnega proteina. Po 
ubikvitinaciji tarče se molekula PROTAC namreč odcepi z vezavnega mesta in je zmožna 
cikel svojega delovanja večkrat ponoviti. Na ta način spojina deluje kot katalizator in je 
sposobna tudi v sub-stehiometričnih količinah doseči skoraj popolno razgradnjo tarčnega 
proteina. V teoriji bi tako za doseganje farmakološkega učinka potrebovali mnogo nižje 
odmerke zdravilne učinkovine v primerjavi s klasičnimi zaviralci, ki za svoje delovanje 
potrebujejo koncentracije, ki presegajo konstanto afinitete vezave.
(8)
 Obenem tovrsten 
pristop ponudi možnost uporabe številnih molekul, ki so jih s pomočjo rešetanja visoke 
zmogljivosti identificirali kot spojine z afiniteto za vezavo na dano tarčo, vendar niso 
povzročile zadostnega zaviranja funkcije izbranega proteina in so bile zato opuščene v 
nadaljnjem razvoju. To lahko storimo zato, ker je potrebno želeno tarčo le pripeljati do E3 
ligaze, zato se lahko ligand veže v katerikoli žep proteina in ne nujno v njegovo aktivno 
mesto, poleg tega pa je lahko njegova afiniteta za vezavo nižja od običajnih, saj so 
molekule PROTAC učinkovite tudi ob majhni zasedenosti preiskovane tarče.(2,8) Z 
možnostjo vezave liganda na različne dele proteina si lahko izberemo tako mesto, ki se 
pojavlja izrecno le na naši tarči, ne pa tudi na sorodnih proteinih.(8) Številne študije so 
pokazale, da selektivnost razgradnje celo presega selektivnost vezave izbranega 
proteinskega liganda, tako da netarčna vezava PROTAC molekule ne povzroči nujno tudi 
razgradnje vezanega proteina. Ta dodaten nivo specifičnosti lahko uravnavamo z izbiro 
liganda za E3 ligazo in linkerja.
(19,20)
 
 
O uspešnih PROTAC molekulah z raznolikimi tarčami in ciljanimi E3 ligazami poročajo 
številni avtorji. Že leta 2001 so Sakamoto, Crews in Deshaies s sodelavci opisali prvi 
primer, pri katerem so izkoristili E3 ligazno aktivnost za razgradnjo metionin 
aminopeptidaze 2 (MetAP2), katere funkcija je med drugim spodbujanje angiogeneze pri 
nekaterih vrstah raka.
(21)
 Ciulli je s sodelavci leta 2015 opisal hitro, učinkovito in 
dolgotrajno, s tumor-supresorskim proteinom von Hippel-Lindau (VHL) povzročeno 
razgradnjo bromodomeno-vsebujočega proteina 4 (BRD4), ki ima ključno vlogo pri 
nekaterih rakavih in vnetnih boleznih, kot so npr. akutna mieloična levkemija, karcinom 
jajčnikov, kronična obstruktivna pljučna bolezen in ateroskleroza.(22) Le dobra dva tedna 
kasneje je razgradnjo istega proteina, tokrat z drugo E3 ligazo – cereblonom – dokazal še 
Crews.
(23) 
Do sedaj so bile molekule PROTAC opisane že na več kot 30 proteinskih tarčah, 
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ki so kritične za razvoj bolezni, med katere spadajo jedrni receptorji (estrogenski in 
androgenski receptorji, receptorji retinojske kisline), protein kinaze (anaplastična 
limfomna kinaza, Brutonova tirozin kinaza, protein kinaza B), regulatorji transkripcije (že 
omenjeni BRD4, sirtuin 2, histon deacetilaza 6), regulatorni proteini (celični vezavni 
protein za retinojsko kislino I/II, estrogenu soroden receptor α ), proteini, ki so povezani z 
nevrodegenerativnimi boleznimi (Huntingtin, Tau, alfa sinuklein), fuzijski proteini in 
mnogi drugi.
(5)
 Obilica objavljenih raziskav poroča tudi o prepričljivi in vivo učinkovitosti 
na miših in podganah(20,24,25) ter celo Bama prašičih in rezus opicah,(24) kar je potisnilo to 
metodologijo v samo središče pozornosti razvoja novih zdravilnih učinkovin. Trenutno 
vodilno biotehnološko podjetje na tovrstnem področju, Arvinas (New Haven, 
Connecticut), je v prvem kvartalu 2019 vstopilo v prvo fazo kliničnih testiranj PROTAC 
molekule ARV-110 za razgradnjo androgenskih receptorjev pri metastatskem, na 
kastracijo odpornem raku prostate, v tretjem kvartalu istega leta pa napovedalo še enako 
študijo s PROTAC molekulo ARV-471 za razgradnjo estrogenskih receptorjev pri raku 
dojke.
(15,26,27)
 
 
Humani genom kodira več kot 600 različnih E3 ligaz, kar omogoča razvoj zelo različnih 
himernih molekul.
(28)
 Do sedaj je bila izkoriščena le peščica E3 ligaz(3,8,14), zato obstaja 
velika verjetnost, da obstajajo še mnogo boljše opcije od do sedaj uporabljenih.(8) Večina 
opisanih PROTAC molekul temelji na uporabi E3 ligaze VHL ali cereblona, saj so ligandi 
zanje v literature zelo dobro opisani (Slika 4). Omeniti velja tudi dejstvo, da so se v 
nedavnih objavah kot deli molekul PROTAC uporabljali tudi ligandi, ki se vežejo na E3 
ligaze iz družine zaviralcev apoptoze (angl. inhibitor of apoptosis – IAP, Slika 4).(7)  Pri 
načrtovanju ne smemo spregledati dejstva, da v nekaterih primerih ni sočasne ekspresije 
tako E3 ligaze kot tarčnega proteina v istem tkivu, kar lahko raziskovalcem predstavlja 
pomembno oviro in izziv.
(14) 
V prihodnosti bi bilo veliko pozornosti smiselno nameniti 
odkrivanju optimiziranih ligandov za E3 ligaze, ki bi izkazovali metabolno stabilnost, 
ustrezno porazdelitev v tarčna tkiva, izboljšano afiniteto in varnostni profil.(3,7) 
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Slika 4: Kemijske strukture ligandov za VHL-1 (A) in VHL-2 (B)
(22)
, cereblon 
(pomalidomid (C) in lenalidomid (D)) in IAP (E).
(8) 
 
Premišljena izbira linkerja je eden izmed najpomembnejših aspektov načrtovanja  himernih 
molekul in lahko pomeni razliko med zelo dobro ali neuporabno končno spojino.(7) Crews 
in sodelavci so na primer ob testiranju selektivnih razgrajevalcev androgenih receptorjev 
opazili 50-odstotni padec razgradnje receptorja ob podaljšanju pegiliranega linkerja iz 8 na 
13 ogljikovih atomov, kar dokazuje, da struktura in dolžina distančnika narekujeta 
aktivnost končne molekule.(2) Pravil, kako dolgi linkerji so optimalni, ni, saj je bila 
aktivnost induktorjev razgradnje ugotovljena tako pri dolgih kot kratkih, idealni linkerji pa 
variirajo glede na izbrani tarčni protein.(20) Vloga linkerja je, da optimalno pozicionira lizin 
tarčnega proteina za uspešno ubikvitinacijo, zato lahko z izbiro distančnika tudi izboljšamo 
selektivnost delovanja končne himerne molekule. Četudi se ligand za tarčni protein veže na 
netarčne molekule, lahko linker onemogoči optimalno pozicijo E3 ligaze in zato do 
pripenjanja ubikvitina ne pride.
(23)
 Te hipoteze sicer tudi v prihodosti še potrebujejo 
obširne raziskave z molekulskim modeliranjem in eksperimentalnim testiranjem 
sintetiziranih spojin.
(23)
 Zaenkrat principi, ki bi farmacevtske kemike vodili pri načrtovanju 
in optimizaciji linkerjev, še niso znani, zato bi znanstveni napredki na tem področju 
pomembno prispevali k hitrejšemu razvoju PROTAC-ov,(3) vendar je univerzalna 
kombinacija linker-E3 ligaza, ki bi jo lahko aplicirali na katerikoli ligand za doseganje 
razgradnje, malo verjetna.
(7)
 Poleg vpliva na moč in selektivnost delovanja(3,18) pa imajo 
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značilnosti distančnika vpliv tudi na fizikalno-kemijske lastnosti molekule ter posledično 
na celično permeabilnost, vodotopnost, metabolno stabilnost in porazdeljevanje.(7,20) 
 
S stališča fizikalno-kemijskih lastnosti je opazno, da te himerne molekule krepko 
presegajo pravila po Lipinskem, ki za doseganje peroralne aplikacije preferirajo spojine 
z molekulsko maso med okoli 300 in 500 Da.
(6)
 V splošnem se velikost PROTAC 
molekul giblje od 700 do 1000 Da in več,(6,15) zaradi česar bi pričakovali manjšo 
verjetnost peroralne aplikacije, vprašljivo metabolno stabilnost, vodotopnost in 
sposobnost prehajanja bioloških membran.(7,28) Kljub temu večina avtorjev opisuje 
uspešno prehajanje teh spojin v celice, do česar najverjetneje pride zato, ker membrana te 
molekule prepozna kot dve majhni molekuli, ki sta slučajno med seboj povezani, in ne kot 
eno samo veliko.
(15)
 Zelo vzpodbudna so tudi že omenjena in vivo testiranja na miših, 
prašičih in primatih, pri katerih so razgradnjo preiskovanega proteina FKBP12 po peroralni 
aplikaciji dosegli v večini organov in tkiv, razen v možganih, kjer je bilo za učinek 
potrebno molekulo intracerebroventrikularno injicirati.
(29)
 
 
1.3. Onkogeni protein Bcl-2 in razvoj tarčne terapije 
Pri zdravljenju onkoloških bolnikov z raki, katerih patogeneza vključuje 'undruggable' 
tarče, ali pa je pri njih prišlo do razvoja rezistence,  bi načrtovanje himernih razgrajevalcev 
tovrstnih proteinov obetalo velik napredek v terapiji. Eden izmed takih je tudi protein B-
celični limfom-2 (Bcl-2), ki ima v fizioloških pogojih pomembno vlogo pri regulaciji 
celičnega preživetja in zaviranju proapoptotičnih proteinov. Je eden izmed redkih 
onkogenov, ki ne deluje proliferativno, temveč preprečuje programirano celično smrt.(30) 
Najpogostejša mutacija gena bcl-2, ki vodi v povečano ekspresijo proteina Bcl-2, je 
translokacija t(14;18)(q32;q21) v okolico kromosoma, ki kodira gene za težko verigo 
imunoglobulinov, in je asociirana z ojačevalnim zaporedjem. Omenjena translokacija ima 
ključno vlogo pri patogenezi folikularnega limfoma ter je odkrita pri tretjini difuznih 
velikoceličnih B limfomov, multiplih mielomov in kroničnih limfocitnih levkemij. 
Povišane vrednosti proteina Bcl-2 brez vidnih mutacij v genu pa pogosto najdejo tudi pri 
akutni limfoblastni levkemiji, akutni mieloblastni levkemiji, kronični limfocitni levkemiji 
in multiplem mielomu.
(31)
 Visoke koncentracije Bcl-2 ali Bcl-xL so povezane z 
agresivnejšimi malignimi oblikami in višjo stopnjo pojavnosti odpornosti na 
kemoterapevtike v hematoloških in trdnih tumorjih.(30) 
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Terapevtski pristop s protismiselnimi oligodeoksinukleotidi, ki ciljajo Bcl-2 mRNA, so 
poskusili z zdravilom oblimersen.
(30)
 Ta deluje preko komplementarne vezave sekvence 
osemnajstih nukleotidov na mRNA, celoten kompleks pa nato encimsko razgradi 
ribonukleaza-H, kar prepreči translacijo proteina Bcl-2.(32) Zdravilo je bilo klinično 
testirano v kombinaciji z drugimi kemoterapevtiki pri pacientih s kronično limfocitno 
levkemijo, ne-Hodgkinovim limfomom, akutno limfoblastno levkemijo in melanomom.
(30) 
Po analizi tretje faze kliničnih testiranj na neoperabilnem ali metastatskem malignem 
melanomu je Odbor za zdravila za uporabo v humani medicini sklenil, da med preživetjem 
bolnikov, ki so prejemali kombinacijo oblimersena in dakarbazina, ter tistimi, ki so 
prejemali dakarbazin v monoterapiji, ni bilo statistično pomembne razlike v času 
preživetja. Vloga za pridobitev dovoljenja za promet za zdravljenje napredovalih ali 
metastaznih melanomov je bila zato leta 2006 s strani Evropske agencije za zdravila 
zavrnjena.
(32)
 
 
Prva izmed razvitih nizkomolekularnih zaviralcev Bcl-2 sta bila ABT-737 in njegov 
peroralno uporaben naslednik navitoklaks (Slika 5), ki sta poleg prvotne tarče izkazovala 
še visoko afiniteto za Bcl-xL in Bcl-w. Kljub obetavnim rezultatom predkliničnih testiranj 
navitoklaksa se je izkazalo, da vezava spojine na Bcl-xL povzroči hitro, od odmerka 
odvisno trombocitopenijo, kar onemogoča njegovo uporabo v terapevtsko učinkovitih 
odmerkih.
(31) 
Z modifikacijo strukture so uspeli razviti venetoklaks, ki deluje kot peroralno 
učinkovit zaviralec proteina Bcl-2 s subnanomolarno afiniteto (Ki < 0.010 nM), hkrati pa 
ima izrazito slabšo afiniteto do Bcl-xL (Ki = 48 nm), Bcl-w (Ki = 245 nm) in Mcl-1 (Ki > 
444 nM).
(33)
 
 Ravno nižja afiniteta venetoklaksa do Bcl-xL pripomore k temu, da ima tudi 
pri izredno visokih plazemskih koncentracijah le minimalen učinek na trombocite.(31)  
Zdravilu z venetoklaksom je Uprava Združenih držav Amerike za hrano in zdravila  aprila 
2016,
(34) 
Evropska agencija za zdravila pa decembra istega leta odobrila dovoljenje za 
promet.
 Indicirano je za zdravljenje kronične limfocitne levkemije pri pacientih s prisotno 
delecijo 17p ali mutacijo TP53, ki niso primerni za zdravljenje z zaviralcem receptorske 
poti celic B, oziroma pri pacientih, pri katerih predhodno zdravljenje ni bilo uspešno.(35)  
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Slika 5: Strukture molekul ABT 737 (A), navitoklaksa (B) in venetoklaksa (C). 
 
Pri katerikoli tarčni protirakavi terapiji je ključno identificirati potencialni razvoj 
odpornosti in razviti strategije, ki jo bodo lahko obvladovale. Pri preučevanju na 
venetoklaks odpornih celičnih linij nekaterih levkemij in limfomov se je izkazalo, da k 
odpornosti prispevajo raznoliki mehanizmi. Zlasti so se pojavljali povišani nivoji drugih 
anti-apoptotičnih proteinov iz družine Bcl-2, kot sta Mcl-1 in Bcl-xL, še posebej preko 
amplifikacije lokusa gena, ki kodira Bcl-xL. V nekaterih primerih je prišlo do povečanja 
prepisovanja omenjenih proteinov brez sprememb v genskem zapisu ali njihovega 
ojačevanja, kar nakazuje na možne spremembe v signalnih poteh. Opisano odpornost bi 
potencialno lahko obvladovali z aplikacijo selektivnih zaviralcev Mcl-1 oziroma Bcl-xL. 
Pojavljale so se tudi mutacije v BH3 (Bcl-2 homologni domeni) vezavnem mestu proteina 
Bcl-2, vključujoč z F104L mutacijo, ki znatno zmanjša vezavno afiniteto venetoklaksa in 
pomembno prispeva k odpornosti. Čeprav tovrstnih mutacij še niso opisali v kliničnih 
okoliščinah, bi morali ob njihovem pojavu razviti derivate venetoklaksa, ki bi imeli 
zadostno afiniteto za to mutirano obliko.
(36)
 Ti derivati bi morali biti rezultat sprememb v 
strukturi venetoklaksa ali pa himerne molekule, ki bi bile sposobne ne le zavirati Bcl-2, 
ampak ga razgraditi preko ubikvitin-proteasomskega sistema. 
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2. Načrt dela 
V sodelovanju s Farmacevtskim inštitutom Univerze v Bonnu in Univerzitetno kliniko v 
Ulmu bomo na osnovi venetoklaksa načrtovali in sintetizirali usmerjeno serijo PROTAC 
molekul. Končnim spojinam bomo z ELISA testom najprej določili afiniteto do Bcl-2, 
ocenili njihovo sposobnost prehajanja v celice in s prenosom western preverili, ali 
povzročijo proteolitično razgradnjo tarčnega proteina.  
 
2.1. Načrtovanje liganda za Bcl-2  
S pomočjo kokristalne strukture navitoklaksa v aktivnem mestu Bcl-2 (Slika 6) smo 
ugotovili, da atom kisika v morfolinskem obroču molekule ne tvori ključnih interakcij z 
vezavnim mestom in zato ponuja možnost modifikacij z minimalnim vplivom na afiniteto 
vezave. Zamenjava kisikovega za dušikov atom v molekuli venetoklaksa (Slika 7) 
omogoči pritrjevanje linkerja in liganda za E3 ligazo bodisi preko N-alkiliranja ali tvorbe 
amidne vezi. Da neposredno pritrjevanje linkerja ne bi preveč oviralo vezave derivata 
venetoklaksa na Bcl-2, bomo pri prvi skupini PROTAC molekul strukturo še podaljšali za 
etilaminski fragment (Slika 7). 
  
Slika 6: Kristalna struktura Bcl-2 z vezanim navitoklaksom in interakcije, ki jih tvori z 
vezavnim mestom.
(37)
 Protein Data Bank koda: 4LVT. 
 
 
 
Slika 7: Modifikacija strukture venetoklaksa. 
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2.2. Bcl-2 - cereblon PROTAC molekule 
Zaradi dostopnosti ustreznih konjugatov bomo večji del magistrske naloge posvetili 
PROTAC molekulam, ki bi lahko proteolitično razgradnjo Bcl-2 inducirale preko 
ubikvitinacije s cereblonom. Ta E3 ligaza je primarna tarča imunomodulatornih zdravil, 
kot so talidomid, lenalidomid in pomalidomid (Slika 4). Njihova vezava ojača interakcijo 
med cereblonom in dvema limfoidnima transkripcijskima faktorjema, in sicer IKZF1 
(Ikaros) in IKZF3 (Aiolos), kar vodi v njuno ubikvitinacijo in razgradnjo.
(38,39) 
Pri 
načrtovanju naših himernih molekul (Slika 8) bomo kot ligand izbrali pomalidomid, saj 
izkazuje visoko afiniteto do cereblona, hkrati pa ponuja možnost vrednotenja prehajanja 
celične membrane in vezave končne spojine na cereblon preko razgradnje IKZF1 in 
IKZF3. 
 
 
 
Slika 8: Splošna slika načrtovanih Bcl-2 – cereblon PROTAC molekul. Derivat 
venetoklaksa je obarvan rdeče, pomalidomid z modro. 
 
Konjugatom med linkerji in pomalidomidom bomo najprej odščitili karboksilno skupino 
(Slika 9), nato pa bomo vsakega izmed njih preko amidne vezi sklopili s podaljšanim 
derivatom venetoklaksa. Z uporabo distančnikov različnih dolžin in polarnosti bomo 
pripravili šest različnih spojin, ki jih bomo ovrednotili na encimskem in celičnem nivoju.  
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Slika 9: Konjugati med linkerji in pomalidomidom (obarvan modro). S terc-butilnim 
estrom zaščitena karboksilna kislina je na molekulah označena z zeleno barvo. Spojine 
bodo pripravljene v sodelovanju z raziskovalci z Univerze v Bonnu. 
 
2.3. Bcl-2 – VHL PROTAC molekula 
Razgradnjo tarčnega proteina bomo poskusili inducirati tudi z VHL, saj se je ta E3 ligaza 
izkazala za uspešno pri že več kot 20 do sedaj opisanih PROTAC molekulah.(5) Tokrat 
bomo kot ligand za Bcl-2 uporabili derivat venetoklaksa, ki ima tetrahidropiranski obroč 
zamenjan s piperidinom, ter preko njegovega dušikovega atoma z N-alkiliranjem nanj 
pripeli konjugat liganda za VHL z linkerjem (Slika 10). 
 
 
 
Slika 10: Načrtovana končna PROTAC molekula Bcl-2 – VHL. Derivat venetoklaksa je 
obarvan z rdečo, linker s črno, ligand za VHL pa z modro barvo. Konjugat liganda za 
vezavo na VHL s kratkim linkerjem bodo sintetizirali sodelavci iz Bonna. 
 
2.4. Bcl-2 – IAP PROTAC molekula 
Ugotovljeno je bilo, da IAP v fizioloških pogojih opravlja E3 ligazno funkcijo pri 
ubikvitinaciji Bcl-2.
(39)
 Zato bomo sintetizirali tudi PROTAC molekulo, ki bi lahko 
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razgradnjo Bcl-2 inducirala preko ciljanja IAP proteinov. Ligand za vezavo na E3 ligazo 
IAP bodo ponovno sintetizirali sodelavci iz Bonna, sami ga bomo povezali z linkerjem in 
nadalje s kratkim derivatom venetoklaksa preko N-alkiliranja (Slika 11). 
 
 
 
Slika 11: Načrtovana končna PROTAC molekula Bcl-2 – IAP. Derivat venetoklaksa je 
obarvan z rdečo, linker s črno, ligand za IAP pa z modro barvo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  15 
 
3. Materiali in metode 
3.1. Materiali 
Za sintezo načrtovanih spojin smo uporabili kemikalije proizvajalcev Apollo Scientific, 
Carlo Erba, Fluka, Fluorochem, Maybridge, Merck, Sigma-Aldrich in TCI. 
 
3.2. Metode 
Z metodo tankoplastne kromatografije (TLC) smo spremljali potek reakcij in čistost 
produktov. Uporabljali smo normalnofazne (Silica gel 60 F254, 20 cm × 20 cm) in 
reverznofazne plošče (Silica gel 60 RP-18 F354, 20cm × 20cm) proizvajalca Merck. 
Spojine smo detektirali bodisi s pomočjo UV svetlobe valovnih dolžin 254 nm in 366 nm 
ali pa smo TLC ploščico orosili z ustreznim orositvenim reagentom.  
 
Nastanek določenih produktov smo pred izolacijo potrdili z metodo TLC/MS, in sicer smo 
pri tem uporabili napravo Plate Express proizvajalca Advion. 
 
Produkte reakcij smo čistili z uporabo kolonske ‘flash’ kromatografije. Pri tem smo za 
stacionarno fazo uporabili silikagel 60 proizvajalca Merck, z velikostjo delcev med 0,04 in 
0,063 mm. Primerno mobilno fazo za izvedbo kolone smo izbrali s pomočjo metode TLC.  
 
Končne spojine smo dodatno čistili na napravi Isolera One proizvajalca Biotage, pri čemer 
smo uporabili 30 g Biotage® SNAP Cartridge KP-C18-HS kolono. Pretok mobilne faze 
smo nastavili na 10 mL/min, spojine smo detektirali pri valovnih dolžinah 254 nm in 366 
nm, mejo zbiranja frakcij smo postavili na 5 mAU. Mobilna faza A je bila sestavljena iz 
0,1% TFA (V/V) v vodi, B pa iz acetonitrila. Spojine smo ločili z linearno gradientno 
elucijo od 10% do 100% deleža mobilne faze B tekom 300 mL eluiranega topila. 
 
Za risanje reakcijskih shem, računanje molekulskih mas produktov, napovedovanje 
spektrov, pridobljenih z jedrsko magnetno resonanco (NMR) in poimenovanje spojin smo 
uporabili ChemBioDraw Ultra 16.0, last proizvajalca PerkinElmer. 
 
1
H in 
13
C NMR spektre spojin smo snemali na napravi Brunker AVANCE III 400 pri 400 
MHz. Vzorce smo raztopili v CDCl3 oz. DMSO-d6. Spektre smo procesirali s programom 
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MestRe-C proizvajalca Mestrelab research. Kemijske premike () smo podali v ppm in 
vrhove opisali z izrazi singlet (s), dublet (d), triplet (t), dublet dubleta (dd), dublet kvarteta 
(d kv) ter multiplet (m). Obliko vrhov smo natančneje definirali z izrazi simetričen (sim), 
razširjen (r) in navidezen (nav). 
 
Masne spektre smo snemali na masnem spektrometru Thermo Scientific QExactive plus 
(ESI: electrospray ionization – ionizacija z razprševanjem v električnem polju). 
 
Čistoto spojin smo potrdili z LC-MS napravo (Applied Biosystems API 2000 LC/MS/MS, 
HPLC Agilent 1100) ali ločeno na LC napravi (Acquity UPLC) in masnem spektrometru 
(Thermo Scientific Q Exactive Plus). 
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4. Eksperimentalno delo 
4.1. Bcl-2 – cereblon PROTAC molekule 
4.1.1. Sinteza podaljšanega derivata venetoklaksa (8) 
 
 
Slika 12: Reakcijska shema sinteze liganda 8. Reagenti in pogoji: (a) Aphos, Pd2(dba)3, 
NaOtBu, brezvodni toluen, 90 °C, 24 h; (b) 4 M HCl v dioksanu, sobna temperatura, 12 h; 
(c) Boc2O, DIPEA, THF, sobna temperatura, 1.5 h; (d) Et3N, THF, 60 °C, 20 h; (e) 4 M 
HCl v dioksanu, sobna temperatura, 12 h; (f) Et3N, DMF, 50 °C, 20 h; (g) EDC×HCl, 
DMAP, DIPEA, CH2Cl2, sobna temperatura, 72 h; (h) TFA, Et3SiH, CH2Cl2, sobna 
temperatura, 10 h. 
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4.1.1.1. Sinteza terc-butil 2-((1H-pirolo[2,3-b]piridin-5-il)oksi)-4-(4-((4’-kloro-5,5-
dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-[1,1'-biphenyl]-2-il)metil)piperazin-1-il)benzoata 
(1) 
1-((2-(4-Klorofenil)-4,4-dimetilcikloheks-1-en-1-il)metil)piperazin dihidroklorid (1,410 g, 
3,6 mmol, 1,2 ekv) smo suspendirali v CH2Cl2 (100 mL) in stresali z nasičeno vodno 
raztopino NaHCO3 (100 mL). Vodno fazo smo sprali s CH2Cl2 (2 × 100 mL), nato pa 
združene organske faze stresali z nasičeno vodno raztopino NaCl (200 mL), sušili nad 
Na2SO4, filtrirali, uparili in dobro posušili na vakuumski črpalki. Prosti amin smo raztopili 
v brezvodnem toluenu (20 mL) v argonovi atmosferi. V prežarjen reaktor smo zatehtali 
terc-butil 4-bromo-2-(1H-pirolo[2,3-b]piridin-5-iloksi)benzoat (1,167 g, 3,0 mmol, 1 ekv) 
in NaOtBu (1,153 g, 12 mmol, 4 ekv) ter prepihali z argonom. Dodali smo raztopino 
prostega amina, Aphos (16 mg, 0,06 mmol, 0,02 ekv), Pd2(dba)3 (55 mg, 0,06 mmol, 0,02 
ekv) in v zaprtem reaktorju pri 90° C mešali 24 ur. Reakcijsko zmes smo ohladili, ji dodali 
EtOAc (100 mL) in filtrirali skozi diatomejsko zemljo (Celite ®). Organsko fazo smo 
sprali z nasičeno vodno raztopino NaHCO3 (100 mL), zatem pa še z nasičeno vodno 
raztopino NaCl. (50 mL) Organsko fazo smo posušili nad Na2SO4, filtrirali in uparili 
topilo. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo z uporabo mobilne faze 
EtOAc:heksan = 2:1. Dobili smo 1,072 g umazano belega trdnega produkta (57-odstotni 
izkoristek). Rf = 0,38 (EtOAc:heksan = 1:1); 
1
H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 0.93 (s, 
6H, 2 × CH3), 1.29 (s, 9H, C(CH3)3), 1.39 (t, J = 6.6 Hz, 2H, 4-H od cikloheksena), 1.96 
(s, 2H, 6-H od cikloheksena), 2.16 (t, J = 6.6 Hz, 2H, 3-H od cikloheksena), 2.20 (nav t,  J 
= 4.7 Hz, 4H, 3-H, 5-H od piperazina), 2.74 (s, 2H, NCH2), 3.12 (nav t, J = 4.7 Hz, 4H, 2-
H, 6-H od piperazina), 6.35 (dd, J = 1.8, 3.3 Hz, 1H, azaindol-3-H), 6.40 (d, J = 2.5 Hz, 
1H, 3-H), 6.74 (dd, J = 2.5, 8.8 Hz, 1H, 5-H), 7.02 – 7.07 (m, 2H, Ar-H), 7.31 (d, J = 2.5 
Hz, 1H, azaindol-4-H), 7.32 – 7.37 (m, 2H, Ar-H), 7.43 (t, J = 3.3 Hz, 1H, azaindol-2-H), 
7.65 (d, J = 8.8 Hz, 1H, 6-H), 7.96 (d, J = 2.5 Hz, 1H, azaindol-6-H), 11.54 (s, 1H, 
azaindol-NH); 
13
C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ 25.12 (cikloheksen-C-3), 27.67 
(C(CH3)3), 27.86 (CH3)2), 28.85, 34.78, 46.23, 46.62, 52.11, 59.70 (NCH2), 79.56 
(C(CH3)3), 99.67, 105.49, 109.34, 112.97, 114.91, 119.58, 127.29, 128.02, 128.99, 129.99, 
130.74, 132.84, 133.94, 134.03, 142.00, 144.60, 148.95, 154.61, 157.13, 163.95 (CO); LC-
MS (ESI) (90% H2O do 100% MeCN v 10 min, nato 100% MeCN do 20 min, DAD 220-
400 nm), tR = 14.22 min, 96% čistota; HRMS (ESI) m/z [M + H]
+
 za C37H44N4O3Cl: 
izračnuano 627.3096, izmerjeno 627.3085. 
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4.1.1.2. Sinteza 4-(3-((1H-pirolo[2,3-b]piridin-5-il)oksi)-4-karboksifenil)-1-((4’-
kloro-5,5-dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-[1,1'-biphenyl]-2-il)metil)piperazin-1-
ijevega klorida (2)  
Spojino 1 (740 mg, 1,18 mmol) smo raztopili v 4 M HCl v dioksanu (6 mL, 20 ekv) in pri 
sobni temperaturi mešali 12 ur. S TLC smo potrdili potek reakcije in nato uparili topilo. 
Suh zaostanek v bučki smo triturirali z dietil etrom in ga zatem uparili. Reakcija je potekla 
kvantitativno, dobili smo 715 mg belega trdnega produkta. Rf = 0.15 (EtOAc); 
1
H NMR 
(500 MHz, DMSO-d6) δ 0.95 (s, 6H, 2 × CH3), 1.45 (t, J = 6.6 Hz, 2H, 4-H od 
cikloheksena), 2.02 (s, 2H, 6-H od cikloheksena), 2.34 (t, J = 6.6 Hz, 2H, 3-H od 
cikloheksena), 2.66 – 2.78 (m, 2H, NH+CH2), 3.23 – 3.34 (m, 4H, piperazin-H), 3.67 – 
3.73 (m, 4H, piperazin-H), 6.42 (dd, J = 1.9, 3.3 Hz, 1H, azaindol-3-H), 6.44 (d, J = 2.2 
Hz, 1H, 3-H), 6.77 (dd, J = 2.2, 8.9 Hz, 1H, 5-H), 7.08 – 7.14 (m, 2H, Ar-H), 7.38 – 7.42 
(m, 2H, Ar-H), 7.47 (d, J = 2.5 Hz, 1H, azaindol-4-H), 7.49 (t, J = 3.3 Hz, 1H, azaindol-2-
H), 7.78 (d, J = 8.9 Hz, 1H, 6-H), 8.00 (d, J = 2.5 Hz, 1H, azaindol-6-H), 10.44 (r s, 1H, 
COOH), 11.71 (s, 1H, azaindol-NH); 
13
C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ 25.75 
(cikloheksen-C-3), 27.85 (CH3)2), 28.62, 34.31, 43.28, 46.58, 50.36, 57.69 (NCH2), 
100.50, 105.77, 109.67, 112.68, 118.84, 121.47, 122.10, 128.58, 128.62, 129.77, 129.84, 
131.63, 133.51, 140.49, 141.35, 142.29, 148.38, 153.53, 157.89, 165.64; LC-MS (ESI) 
(90% H2O do 100% MeCN v 10 min, nato 100% MeCN do 20 min, DAD 220-400 nm), tR 
= 14.22 min, 96% čistota; HRMS (ESI) m/z [M]+ za C33H36N4O3Cl
+: izračunano 
571.2470, izmerjeno 571.2468. 
 
4.1.1.3.  Sinteza terc-butil N-(2-bromoetil)karbamata (3)  
2-Bromoetilaminijev bromid (3,0 g, 14,64 mmol) in Boc2O (3,52 g, 16,11 mmol, 1,1 ekv) 
smo v argonovi atmosferi raztopili v predestiliranem THF (250 mL). Raztopino smo 
ohladili na 0 °C in počasi dodali DIPEA (4,8 mL, 29,28 mmol, 2 ekv.). Reakcijsko zmes 
smo 90 min mešali pri sobni temperaturi, nato pa uparili topilo in belemu trdnemu 
zaostanku dodali EtOAc (30 mL). Organsko fazo smo stresali z 10% vodno raztopino 
K2CO3 (30 mL), nasičeno vodno raztopino NaCl (30 mL), sušili nad Na2SO4, filtrirali in 
uparili topilo. Dobili smo 1,815 g brezbarvnega olja (55-odstotni izkoristek), ki smo ga 
brez dodatnega čiščenja uporabili v naslednji stopnji. Rf  = 0,54 (EtOAc:heksan = 1:1) 
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4.1.1.4. Sinteza terc-butil 4-(((2-nitro-4-sulfamoilfenil)amino)metil)piperidin-1-
karboksilata (4) 
4-Kloro-3-nitrobenzensulfonamid (1,193 g, 5,04 mmol, 1,2 ekv) in 1-boc-4-
(aminometil)piperidin (0,900 g, 4,2 mmol, 1 ekv) smo v argonovi atmosferi raztopili v 
predestiliranem THF (5 mL). Dodali smo Et3N (0,655 mL, 4,7 mmol, 1,12 ekv.) in mešali 
pri 60 °C. Po 20 urah smo zmes ohladili, ji dodali 0,01 M HCl (40 mL) in ekstrahirali z 
EtOAc (3 × 60 mL). Združene organske faze smo sprali z nasičeno vodno raztopino 
NaHCO3 (150 mL), nasičeno vodno raztopino NaCl (150 mL), sušili nad Na2SO4, filtrirali 
in uparili topilo. Spojino smo očistili z metodo kolonske kromatografije. Uporabili smo 
mobilno fazo EtOAc:heksan = 1:1 in izolirali 1,149 g trdnega rumenega produkta (66-
odstotni izkoristek). Rf  = 0,36 (EtOAc:heksan = 1:1), 
1
H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 
1.10 (d kv, J = 3.8, 12.3 Hz, 2H, piperidin-CH2), 1.39 (s, 9H, C(CH3)3), 1.64 – 1.72 (m, 
2H, piperidin-CH2), 1.84 (sim m, 1H, piperidin-CH), 2.58 – 2.78 (m, 2H, piperidin-CH2), 
3.55 (t, J = 6.4 Hz, 2H, Ar-NHCH2), 3.94 (d, J = 12.3 Hz, 2H, piperidin-CH2), 7.28 (d, J = 
9.1 Hz, 1H, Ar-H, 6-H), 7.30 (r s, 2H, SO2NH2), 7.82 (dd, J = 2.2, 9.1 Hz, 1H, Ar-H, 5-H), 
8.47 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Ar-H, 3-H), 8.55 (t, J = 6.4 Hz, 1H, Ar-NHCH2); 
13
C NMR (126 
MHz, DMSO-d6) δ 27.99 (C(CH3)3), 29.13 (C-3’, C-5’), 34.80 (C-4’), 42.99 (C-2’, C-6’), 
47.38 (CH2NH), 78.40 (C(CH3)3), 115.53 (C-6), 124.65 (C-3), 129.35, 129.94, 132.63, 
146.57 (C-1), 153.75 (CO); LC-MS (ESI) (90% H2O do 100% MeCN v 10 min, nato 
100% MeCN do 20 min, DAD 220-500 nm), tR = 10.46 min, 99% čistota; HRMS (ESI) 
m/z [M – H]– za C17H25N4O6S: izračunano 413.1500, izmerjeno 413.1504. 
 
4.1.1.5. Sinteza 1-(((2-nitro-4-sulfamoilfenil)amino)metil)piperidinijevega klorida 
(5) 
Spojino 4 (1,069 g, 2,58 mmol) smo raztopili v 4 M HCl v dioksanu (13 mL, 20 ekv) in 
mešali pri sobni temperaturi 12 ur. S TLC smo preverili potek reakcije in nato uparili 
topilo. Suh zaostanek v bučki smo triturirali z dietil etrom in ga zatem uparili. Reakcija je 
potekla kvantitativno, dobili smo 900 mg trdne rumene spojine. Rf  = 0 (EtOAc:heksan = 
1:1), 
1
H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 1.43 (d kv, J = 3.8, 12.6 Hz, 2H, piperidin-CH2), 
1.80 – 1.88 (m, 2H, piperidin-CH2), 1.94 (sim m, 1H, piperidin-CH), 2.79 (nav q, J = 11.0 
Hz, 2H, piperidin-CH2), 3.23 (d, J = 12.6 Hz, 2H, piperidin-CH2), 3.38 (t, J = 6.3 Hz, 2H, 
Ar-NHCH2), 7.28 (d, J = 9.4 Hz, 1H, Ar-H, 6-H), 7.34 (r s, 2H, SO2NH2), 7.82 (dd, J = 
2.2, 9.5 Hz, 1H, Ar-H, 5-H), 8.46 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Ar-H, 3-H), 8.58 (t, J = 6.3 Hz, 1H, 
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Ar-NHCH2), 8.79 (r d, J = 10.4 Hz, 1H, en H od NH2
+
), 9.04 (r d, J = 9.1 Hz, 1H, en H od 
NH2
+
); 
13
C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 25.89 (C-3’, C-5’), 32.41 (C-4’), 42.57 (C-2’, 
C-6’), 46.80 (CH2NH), 115.56 (C-6), 124.62 (C-3), 129.49, 130.08, 132.62, 146.43 (C-1); 
LC-MS (ESI) (90% H2O do 100% MeCN v 10 min, nato 100% MeCN do 20 min, DAD 
220-500 nm), tR = 2.24 min, 95% čistota; HRMS (ESI) m/z [M]
+
 za C12H19N4O4S
+
: 
izračunano 315.1122, izmerjeno 315.1119. 
 
4.1.1.6. Sinteza terc-butil (2-(4-(((2-nitro-4-sulfamoilfenil)amino)metil)piperidin-1-
il)etil)karbamata (6) 
Spojino 5 (0,950 g, 2,71 mmol, 1 ekv) smo raztopili v suhem DMF (15 mL) v argonovi 
atmosferi. V drugi bučki smo v suhem DMF (5 mL), prav tako v argonovi atmosferi, 
raztopili spojino 3 (680 mg, 3,04 mmol, 1,12 ekv) in jo dodali v prvo bučko. Reakcijski 
zmesi smo dodali še Et3N (1,13 mL, 8,13 mmol, 3 ekv) in mešali pri 50 °C 20 ur. Zatem 
smo uparili topilo, dodali vodo (100 mL) in ekstrahirali z EtOAc (3 × 100 mL). Vodni fazi 
smo dodali nasičeno vodno raztopino NaHCO3 (10 mL) in ponovno ekstrahirali z EtOAc 
(100 mL). Združene organske faze smo stresali z nasičeno vodno raztopino NaCl (250 
mL), sušili nad Na2SO4, filtrirali in uparili topilo. Surov produkt smo očistili z uporabo 
kolonske kromatografije, pri čemer smo uporabili mobilno fazo CH2Cl2:MeOH:NH4OH = 
15:1:0,1. Dobili smo 273 mg oranžnega produkta (22-odstotni izkoristek). Rf  = 0,10 
(CH2Cl2:MeOH:NH4OH = 15:1:0,1), 
1
H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 1.23 (d kv, J = 
3.8, 12.3 Hz, 2H, piperidin-CH2), 1.34 (s, 9H, C(CH3)3), 1.58 – 1.68 (m, 3H, piperidin-CH2 
and CH), 1.88 (t, J = 10.4 Hz, 2H, piperidin-CH2), 2.30 (t, J = 6.6 Hz, 2H, NHCH2CH2N), 
2.80 – 2.89 (m, 2H, piperidin-CH2), 3.01 (q, J = 6.6 Hz, 2H, NHCH2CH2N), 3.35 (nav t, 
2H, Ar-NHCH2, prekriva se s H2O v DMSO), 6.57 (t, J = 5.0 Hz, 1H, NHCH2CH2N), 7.27 
(d, J = 9.5 Hz, 1H, Ar-H, 6-H), 7.30 (r s, 2H, SO2NH2), 7.82 (dd, J = 2.2, 9.5 Hz, 1H, Ar-
H, 5-H), 8.47 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Ar-H, 3-H), 8.53 (t, J = 6.0 Hz, 1H, CH2NH); 
13
C NMR 
(101 MHz, DMSO-d6) δ 28.19 (C(CH3)3), 29.44 (C-3’, C-5’), 34.87 (C-4’), 37.53 
(NHCH2), 47.68 (C-2’, C-6’), 52.91 (NHCH2CH2N), 57.51 (CH2NHAr), 77.43 (C(CH3)3), 
115.62 (C-6), 124.70 (C-3), 129.24, 129.87, 132.68, 146.65 (C-1), 155.45 (CO); LC-MS 
(ESI) (90% H2O do 100% MeCN v 10 min, nato 100% MeCN do 20 min, DAD 220-500 
nm), tR = 8.74 min, 99% čistota; HRMS (ESI) m/z [M+H]
+
 za C19H32N5O6S: izračunano 
458.2068, izmerjeno 458.2065. 
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4.1.1.7. Sinteza terc-butil (2-(4-(((4-(N-(2-((1H-pirolo[2,3-b]piridin-5-il)oksi)-4-(4-
((4’-kloro-5,5-dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-[1,1'-biphenyl]-2-
il)metil)piperazin-1-il)benzoil-sulfamoil)-2-
nitrofenil)amino)metil)piperidin-1-il)etil)karbamata (7) 
V argonovi atmosferi smo v brezvodnem CH2Cl2 (15 mL) raztopili spojino 2 (392 mg, 
0,646 mmol, 1 ekv), EDC×HCl, (247 mg, 1,29 mmol, 2 ekv) in DMAP (157 mg, 1,29 
mmol, 2 ekv). Dodali smo DIPEA (0,213 mL, 1,29 mmol, 2 ekv) in reakcijsko zmes 
ohladili na 0 °C. Ločeno smo v suhem CH2Cl2 (10 mL) v argonovi atmosferi raztopili 
spojino 6 (325 mg, 0,710 mmol, 1,1 ekv) in raztopino dodali k ohlajeni reakcijski zmesi. 
Po 72 urah mešanja pri sobni temperaturi smo dodali CH2Cl2 (100 mL) in stresali z 
nasičeno vodno raztopino NaHCO3 (100 mL). Organsko fazo smo sprali z vodo (100 mL), 
nasičeno vodno raztopino NaCl (100 mL) in jo sušili nad Na2SO4, filtrirali in uparili topilo. 
Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo z mobilno fazo CH2Cl2:MeOH = 9:1. 
Dobili smo 260 mg trdnega rumenega produkta (39,8-odstotni izkoristek). Rf  = 0,30 
(CH2Cl2:MeOH = 9:1); 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 0.93 (s, 6H, 2 × CH3), 1.30 – 1.37 
(m, 1H), 1.40 (nav t, J = 6.7 Hz, 4H), 1.44 (s, 9H, C(CH3)3), 1.75 – 1.84 (m, 2H), 1.96 (s, 
2H, 6-H od cikloheksena), 1.97 – 2.04 (m, 2H), 2.12 – 2.18 (m, 2H), 2.20 (t, J = 4.6 Hz, 
4H), 2.46 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 2.74 (s, 2H, NCH2), 2.90 – 2.98 (m, 2H), 3.06 (t, J = 5.3 Hz, 
4H), 3.20 – 3.28 (m, 4H), 5.01 (r s, 1H), 5.99 (d, J = 2.3 Hz, 1H, Ar-H), 6.52 – 6.57 (m, 
2H, Ar-H), 6.86 – 6.92 (m, 3H, Ar-H), 7.20 – 7.24 (m, 2H, Ar-H), 7.45 (t, J = 3.0 Hz, 1H, 
azaindol-2-H), 7.69 (d, J = 2.6 Hz, 1H, azaindol-6-H), 7.94 (d, J = 9.1 Hz, 1H, Ar-H), 8.13 
(dd, J = 2.1, 9.1 Hz, 1H, Ar-H), 8.18 (d, J = 2.5 Hz, 1H, Ar-H), 8.52 (t, J = 5.6 Hz, 1H, Ar-
NHCH2), 8.88 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Ar-H), 9.25 (r s, 1H); 
13
C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 
25.54 (cikloheksen-C-3), 28.14 (CH3)2), 28.41 (C(CH3)3), 29.16, 30.07, 35.28, 35.48, 
37.28, 46.85, 46.92, 48.89, 52.18, 53.05, 57.34, 60.28, 79.15 (C(CH3)3), 100.59, 101.42, 
108.85, 108.94, 113.71, 120.66, 120.71, 125.19, 127.20, 128.19, 129.01, 129.07, 129.66, 
130.64, 131.89, 133.82, 135.23, 135.48, 136.52, 142.04, 145.17, 146.23, 147.89, 155.64, 
155.98, 159.30, 162.20; HRMS (ESI) m/z [M+H]
+
 za C52H65N9O8SCl: izračnunano 
1010.4360, izmerjeno 1010.4346. 
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4.1.1.8. Sinteza 2-((1H-pirolo[2,3-b]piridin-5-il)oksi)-N-((4-(((1-(2-aminoetil) 
piperidin-4-il)metil)amino)-3-nitrofenil)sulfonil)-4-(4-((4’-kloro-5,5-
dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-[1,1'-biphenyl]-2-il)metil)piperazin-1-
il)benzamida (8) 
Spojini 7 (103 mg, 0,102 mmol) smo dodali TFA (3 mL), Et3SiH (0,25 mL) in CH2Cl2 (3 
mL) ter raztopino pri sobni temperaturi mešali 10 ur. S TLC smo potrdili potek reakcije in 
uparili topilo. Suh zaostanek v bučki smo triturirali s CH2Cl2 in ga zatem uparili. Suhemu 
preostanku smo dodali mešanico EtOAc:EtOH = 1:3 (80 mL) in raztopino stresali z 
nasičeno vodno raztopino Na2HPO4 (80 mL). Vodno fazo smo ekstrahirali z mešanico 
EtOAc:EtOH = 1:3 (2 × 80 mL). Združene organske faze smo stresali z nasičeno vodno 
raztopino NaCl (150 mL), sušili nad Na2SO4, filtrirali in uparili. Rumen produkt smo 
posušili na vakuumski črpalki in ga brez dodatnega čiščenja uporabili v naslednji reakcijah 
(sinteze 4.1.3). 
 
4.1.2. Splošni postopek odščite terc-butilnega estra pri konjugatih linker-
pomalidomid 
 
 
Slika 13: Odstranitev terc-butilne zaščite na konjugatih linker-pomalidomid. Reagenti in 
pogoji: (a) TFA:CH2Cl2=1:1, sobna temperatura, 10 ur. 
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Za pripravo karboksilnih kislin 10a-10f smo spojine 9a-9f (0,1 mmol) raztopili v CH2Cl2 
(2 mL), dodali TFA (2 mL) in zmes pri sobni temperaturi mešali 10 ur. Potek reakcije smo 
potrdili s TLC, nato pa uparili topilo. Suh zaostanek v bučki smo triturirali s CH2Cl2 in 
topilo dodobra uparili. Produkte smo posušili na vakuumski črpalki in jih brez nadaljnjega 
čiščenja uporabili v naslednji stopnji.  
 
4.1.3. Splošni postopek za tvorbo amidne vezi pri sintezi končnih himernih 
PROTAC molekul 
Kislino 10a-f (1,1 ekv) smo v argonovi atmosferi raztopili v brezvodnem DMF (2 mL) in ji 
dodali HATU (1,1 ekv). Reakcijski zmesi smo dodali še DIPEA (3 ekv) in pustili mešati 
10 min. V drugi bučki smo v argonovi atmosferi spojini 8 (1 ekv) dodali brezvodni DMF 
(5 mL) in raztopino prenesli v reakcijsko zmes. Le-to smo mešali pri sobni temperaturi 24 
ur, nato pa uparili topilo in surov produkt očistili z reverznofazno kromatografijo, da smo 
se znebili tetrametilsečnine. Frakcije s produktom smo združili, uparili topilo, dodali vodo 
(5 mL) in raztopino naalkalili z nasičeno vodno raztopino NaHCO3 do pH  7,0. Produkt 
smo ekstrahirali v EtOAc (3 × 50 mL) in združene organske faze stresali z nasičeno vodno 
raztopino NaCl (100 mL), sušili nad Na2SO4, filtrirali in uparili topilo. Spojine smo 
dokončno očistili s kolonsko kromatografijo.  
 
4.1.3.1. Sinteza PROTAC molekule 11a  
Spojino smo pripravili po splošnem postopku za tvorbo amidne vezi iz spojine 10a (38 mg, 
0,091 mmol) in spojine 8 (91 mg, 0,1 mmol). Pri normalnofazni kolonski kromatografiji 
smo uporabili mobilno fazo CH2Cl2:EtOH = 9:1, pri čemer smo izolirali 24 mg (20,1-
odstotni izkoristek) trdne rumene snovi. Rf  = 0,28 (CH2Cl2:EtOH = 9:1); 
1
H NMR (400 
MHz, DMSO-d6) δ 0.92 (s, 6H, 2 × CH3), 1.18 – 1.34 (m, 3H), 1.38 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 
1.64 – 1.84 (m, 3H), 1.95 (s, 2H, 6-H od cikloheksena), 1.98 – 2.08 (m, 2H, vsebuje 4’-H 
pomalidomida), 2.10 – 2.22 (m, 6H), 2.44 – 2.62 (m, 6H, vsebuje 4’-H, 5’-H 
pomalidomida), 2.72 (s, 2H, NCH2), 2.82 – 2.93 (m, 1H, 5’-H pomalidomida), 3.03 (r s, 
4H), 3.24 – 3.32 (m, 4H), 3.44 – 3.50 (m, 2H), 3.58 – 3.66 (m, 6H), 3.89 (s, 2H, 
OCH2CO), 5.05 (dd, J = 5.4, 12.8 Hz, 1H, 3’-H pomalidomida), 6.21 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 
Ar-H), 6.32 – 6.36 (m, 1H, Ar-H), 6.61 (t, J = 6.0 Hz, 1H, Ar-NHCH2CH2), 6.64 (dd,  J = 
1.8, 8.9 Hz, 1H, Ar-H), 6.91 – 7.00 (m, 1H, Ar-H), 7.02 – 7.07 (m, 3H, Ar-H), 7.13 (d, J = 
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8.5 Hz, 1H, pomalidomid-5-H), 7.32 – 7.36 (m, 2H, Ar-H), 7.39 (r s, 1H), 7.46 (t, J = 2.8 
Hz, 1H, azaindol-2-H), 7.51 – 7.60 (m, 2H, Ar-H), 7.71 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Ar-H), 7.97 (d, 
J = 2.0 Hz, 1H, Ar-H), 8.42 – 8.55 (m, 2H, Ar-H in Ar-NHCH2), 11.11 (r s, 1H, 
pomalidomid-NHCO), 11.60 (s, 1H, azaindol-NH); HPLC (95% H2O (z 0.1% TFA) do 
95% MeCN v 10 min, nato 95% MeCN 4 min), tR = 5.62 min, 95% čistota, detekcija pri 
254 nm; HRMS (ESI) m/z [M+H]
+
 za C66H76N12O13SCl: izračunano 1311.5059, izmerjeno 
1311.5055. 
 
  
Slika 14: Struktura spojine 11a. 
 
4.1.3.2. Sinteza PROTAC molekule 11b 
Po splošnem postopku za tvorbo amidne vezi smo iz spojine 10b (50 mg, 0,1 mmol) in 
spojine 8 (100 mg, 0,11 mmol) sintetizirali produkt 11b. Pri normalnofazni kolonski 
kromatografiji smo uporabili mobilno fazo CH2Cl2:EtOH = 7:1, pri čemer smo izolirali 16 
mg (11,4-odstotni izkoristek) trdnega rumenega produkta. Rf  = 0,24 (CH2Cl2:EtOH = 9:1); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 0.92 (s, 6H, 2 × CH3), 1.21 – 1.26 (m, 3H), 1.38 (t, J = 
6.7 Hz, 2H), 1.40 – 1.54 (m, 5H), 1.72 – 1.88 (m, 3H), 1.95 (s, 2H, 6-H od cikloheksena), 
1.99 – 2.04 (m, 1H, 4’-H od pomalidomida), 2.07 – 2.11 (m, 3H), 2.11 – 2.22 (m, 6H), 
2.44 – 2.63 (m, 6H, vsebuje 4’-H, 5’-H od pomalidomida), 2.72 (s, 2H, NCH2), 2.82 – 2.93 
(m, 1H, 5’-H od pomalidomida), 3.03 (r s, 4H), 3.14 – 3.19 (m, 4H), 3.42 – 3.58 (m, 9H), 
3.61 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 4.10 (q, J = 5.0 Hz, 2H), 5.05 (dd, J = 5.4, 12.8 Hz, 1H, 3’-H od 
pomalidomida), 6.21 (d, J = 2.1 Hz, 1H, Ar-H), 6.33 – 6.40 (m, 1H, Ar-H), 6.60 (t, J = 5.9 
Hz, 1H, Ar-NHCH2CH2), 6.65 (d,  J = 8.9 Hz, 1H, Ar-H), 6.90 – 7.01 (m, 1H, Ar-H), 7.02 
– 7.08 (m, 3H, Ar-H), 7.13 (d, J = 8.7 Hz, 1H, pomalidomid-5-H), 7.32 – 7.36 (m, 2H, Ar-
H), 7.47 (r s, 1H), 7.50 – 7.62 (m, 3H, Ar-H), 7.70 – 7.78 (m, 1H, Ar-H), 7.98 (d, J = 2.0 
Hz, 1H, Ar-H), 8.44 – 8.60 (m, 2H, Ar-H in Ar-NHCH2), 11.11 (r s, 1H, pomalidomid-
NHCO), 11.62 (s, 1H, azaindol-NH); 
13
C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 22.61, 22.82, 25.56, 
26.39, 28.17, 28.95, 29.20, 29.63, 29.66, 29.70, 31.60, 31.93, 35.32, 35.91, 36.22, 42.40, 
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46.92, 46.95, 48.69, 48.91, 52.23, 52.94, 53.04, 56.84, 60.31, 69.48, 70.07, 70.62, 70.67, 
70.75, 71.05, 101.07, 101.27, 109.06, 110.24, 111.64, 113.80, 116.82, 120.53, 120.79, 
125.02, 125.54, 127.33, 128.21, 128.97, 129.06, 129.70, 130.59, 131.90, 132.47, 133.76, 
135.23, 135.33, 135.98, 136.05, 142.09, 145.47, 145.97, 146.82, 147.82, 155.56, 159.03, 
167.71, 169.28, 169.31, 172.19, 172.73, 173.14; HPLC (95% H2O (z0.1% TFA) do 95% 
MeCN v 10 min, nato 95% MeCN 4 min), tR = 5.35 min, 99% čistota, detekcija pri 254 
nm; HRMS (ESI) m/z [M+H]
+
 za C71H86N12O14SCl: izračunano 1397.5801, izmerjeno 
1397.5786. 
 
Slika 15: Struktura spojine 11b. 
 
4.1.3.3. Sinteza PROTAC molekule 11c 
Sledili smo postopku za tvorbo amidne vezi ter uporabili spojino 10c (42 mg, 0,092 mmol) 
in spojino 8 (91 mg, 0,1 mmol). Pri normalnofazni kolonski kromatografiji smo uporabili 
mobilno fazo CH2Cl2:EtOH = 7:1 in uspeli izolirati 25 mg (20-odstotni izkoristek) čistega 
produkta. Rf  = 0,24 (CH2Cl2:EtOH = 9:1); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 0.92 (s, 6H, 
2 × CH3), 1.20 – 1.32 (m, 3H), 1.38 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 1.65 – 1.84 (m, 3H), 1.95 (s, 2H, 6-
H od cikloheksena), 1.98 – 2.05 (m, 1H, 4’-H od pomalidomida), 2.10 – 2.22 (m, 6H), 2.44 
– 2.64 (m, 6H, vsebuje 4’-H, 5’-H od pomalidomida), 2.72 (s, 2H, NCH2), 2.78 (r s, 1H), 
2.80 – 2.94 (m, 1H, 5’-H od pomalidomida), 3.03 (r s, 4H), 3.26 – 3.32 (m, 4H), 3.45 (q, J 
= 5.5 Hz, 2H), 3.52 – 3.59 (m, 8H), 3.61 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.88 (s, 2H, OCH2CO), 5.05 
(dd, J = 5.4, 12.8 Hz, 1H, 3’-H od pomalidomida), 6.21 (d, J = 1.8 Hz, 1H, Ar-H), 6.34 
(dd, J = 1.7, 3.1 Hz, 1H, Ar-H), 6.60 (t, J = 5.7 Hz, 1H, Ar-NHCH2CH2), 6.64 (dd,  J = 
2.0, 9.0 Hz, 1H, Ar-H), 6.97 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Ar-H), 7.01 – 7.06 (m, 3H, Ar-H), 7.13 (d, 
J = 8.6 Hz, 1H, pomalidomid-5-H), 7.31 – 7.36 (m, 2H, Ar-H), 7.40 (r s, 1H), 7.46 (t, J = 
2.7 Hz, 1H, azaindol-2-H), 7.50 – 7.60 (m, 2H, Ar-H), 7.72 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Ar-H), 7.77 
(r s, 1H), 7.97 (d, J = 2.3 Hz, 1H, Ar-H), 8.40 – 8.60 (m, 2H, Ar-H in Ar-NHCH2), 11.11 (r 
s, 1H, pomalidomid-NHCO), 11.61 (s, 1H, azaindol-NH); HPLC (95% H2O (z 0.1% TFA) 
do 95% MeCN v 10 min, nato 95% MeCN 4 min), tR = 5.19 min, 95% čistota, detekcija pri 
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254 nm; HRMS (ESI) m/z [M+H]
+
 za C68H80N12O14SCl: izračunano 1355.5321, izmerjeno 
1355.5358. 
  
Slika 16: Struktura spojine 11c. 
 
4.1.3.4. Sinteza PROTAC molekule 11d 
Spojino smo pripravili po splošnem postopku za tvorbo amidne vezi iz spojine 10d (56 mg, 
0,093 mmol) in spojine 8 (93 mg, 0,102 mmol). Pri normalnofazni kolonski kromatografiji 
smo uporabili mobilno fazo CH2Cl2:EtOH = 7:1, pri čemer smo izolirali 30 mg (21,6-
odstotni izkoristek) čistega rumenega produkta. Rf  = 0,18 (CH2Cl2:EtOH = 7:1); 
1
H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) δ 0.92 (s, 6H, 2 × CH3), 1.18 – 1.28 (m, 3H), 1.32 – 1.40 (m, 3H), 
1.41 – 1.52 (m, 13H), 1.57 – 1.64 (m, 4H), 1.70 – 1.85 (m, 3H), 1.95 (s, 2H, 6-H od 
cikloheksena), 1.98 – 2.08 (m, 3H, vsebuje 4’-H od pomalidomida), 2.11 – 2.22 (m, 6H), 
2.44 – 2.62 (m, 6H, vsebuje 4’-H, 5’-H od pomalidomida), 2.68 – 2.76 (m, 3H), 2.82 – 
2.93 (m, 1H, 5’-H od pomalidomida), 3.02 (r s, 4H), 3.16 – 3.30 (m, 12H), 3.34 – 3.41 (m, 
6H), 5.05 (dd, J = 5.4, 12.8 Hz, 1H, 3’-H od pomalidomida), 6.21 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Ar-
H), 6.33 (dd, J = 2.0, 3.3 Hz, 1H, Ar-H), 6.57 (t, J = 6.0 Hz, 1H, Ar-NHCH2CH2), 6.64 
(dd,  J = 2.0, 9.0 Hz, 1H, Ar-H), 6.95 (d, J = 9.2 Hz, 1H, Ar-H), 7.01 (d, J = 7.0 Hz, 1H, 
Ar-H), 7.02 – 7.06 (m, 2H, Ar-H), 7.07 (d, J = 8.6 Hz, 1H, pomalidomid-5-H), 7.31 – 7.36 
(m, 2H, Ar-H), 7.38 (r s, 1H), 7.45 (t, J = 2.9 Hz, 1H, azaindol-2-H), 7.51 – 7.58 (m, 2H, 
Ar-H), 7.70 (dd, J = 1.2, 9.2 Hz, 1H, Ar-H), 7.87 (r s, 1H), 7.96 (d, J = 2.6 Hz, 1H, Ar-H), 
8.45 (d, J = 1.8 Hz, 1H, Ar-H), 8.49 (t, J = 5.4 Hz, 1H, Ar-NHCH2), 11.10 (r s, 1H, 
pomalidomid-NHCO), 11.60 (s, 1H, azaindol-NH); 
13
C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ 
22.09 (C-4’ od pomalidomida), 24.96, 25.10, 25.32, 25.51, 26.02 (5C), 26.43, 27.85 
(CH3)2), 28.83, 28.95, 29.53, 30.64, 30.91 (C-5’ od pomalidomida), 34.76, 35.24, 40.24, 
41.52 (Ar-NHCH2CH2), 46.23, 46.99, 48.45 (C-3’ od pomalidomida), 52.15, 59.68, 69.48, 
69.64 (4C), 69.68, 69.72, 69.74, 99.70, 99.76, 108.92, 108.95, 110.29 (C-7 od 
pomalidomida), 114.07, 114.09, 116.73, 117.10 (C-5 od pomalidomida), 119.58, 127.22, 
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128.00, 128.05, 128.95, 129.33, 129.98 (2C), 130.73, 132.05, 132.14 (C-7a od 
pomalidomida), 134.04, 134.10, 134.34, 134.96, 136.17 (C-6 od pomalidomida), 141.99, 
144.85, 146.31 (C-4 od pomalidomida), 146.37, 153.46, 156.86, 167.23, 168.84, 170.04, 
172.41, 172.76, 172.80; HPLC (95% H2O (z 0.1% TFA) do 95% MeCN v 10 min, nato 
95% MeCN 4 min), tR = 5.72 min, 98% čistota, detekcija pri 254 nm; HRMS (ESI) m/z 
[M+H]
+
 za C78H100N12O14SCl: izračunano 1495.6886, izmerjeno 1495.6859. 
  
Slika 17: Struktura spojine 11d. 
 
4.1.3.5. Sinteza PROTAC molekule 11e 
Po postopku za tvorbo amidne vezi smo iz spojine 10e (36 mg, 0,093 mmol) in spojine 8 
(93 mg, 0,102 mmol) sintetizirali produkt 11e. Pri normalnofazni kolonski kromatografiji 
smo uporabili mobilno fazo CH2Cl2:EtOH = 7:1 in dobili 27 mg (22,7-odstotni izkoristek) 
trdnega rumenega produkta. Rf  = 0,20 (CH2Cl2:EtOH = 5:1); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-
d6) δ 0.92 (s, 6H, 2 × CH3), 1.20 – 1.25 (m, 2H), 1.28 – 1.40 (m, 6H), 1.55 (sim m, 4H), 
1.72 – 1.86 (m, 3H), 1.95 (s, 2H, 6-H od cikloheksena), 1.99 – 2.05 (m, 1H, 4’-H od 
pomalidomida), 2.11 – 2.24 (m, 7H), 2.46 – 2.62 (m, 6H, vsebuje 4’-H, 5’-H od 
pomalidomida), 2.68 – 2.82 (m, 4H, vsebuje NCH2), 2.84 – 2.94 (m, 1H, 5’-H od 
pomalidomida), 3.03 (r s, 4H), 3.22 – 3.32 (m, 5H), 5.05 (dd, J = 5.5, 12.8 Hz, 1H, 3’-H od 
pomalidomida), 6.21 (d, J = 1.7 Hz, 1H, Ar-H), 6.34 (dd, J = 1.9, 3.1 Hz, 1H, Ar-H), 6.52 
(t, J = 5.7 Hz, 1H, Ar-NHCH2CH2), 6.64 (dd,  J = 1.6, 8.9 Hz, 1H, Ar-H), 6.94 – 7.06 (m, 
4H, Ar-H), 7.07 (d, J = 8.7 Hz, 1H, pomalidomid-5-H), 7.31 – 7.36 (m, 2H, Ar-H), 7.41 (r 
s, 1H), 7.46 (t, J = 2.8 Hz, 1H, azaindol-2-H), 7.51 – 7.60 (m, 2H, Ar-H), 7.72 (r d, J = 8.8 
Hz, 1H, Ar-H), 7.93 (r s, 1H), 7.98 (d, J = 2.4 Hz, 1H, Ar-H), 8.47 (d, J = 1.2 Hz, 1H, Ar-
H), 8.52 (t, J = 5.1 Hz, 1H, Ar-NHCH2), 11.11 (r s, 1H, pomalidomid-NHCO), 11.61 (s, 
1H, azaindol-NH); 
13
C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ 22.09 (C-4’ od pomalidomida), 
24.81, 25.11, 25.89, 27.89 (CH3)2), 28.41, 28.84, 28.98, 29.54, 30.64, 30.92 (C-5’ od 
pomalidomida), 32.07, 34.76, 35.18, 41.65 (Ar-NHCH2CH2), 46.23, 46.90, 48.46 (C-3’ od 
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pomalidomida), 52.13, 55.76, 59.67, 68.45, 99.76, 99.79, 108.88, 108.93, 110.36 (C-7 od 
pomalidomida), 114.25, 114.35, 116.92, 117.12 (C-5 od pomalidomida), 119.61, 127.32, 
127.33, 128.02, 128.90, 129.42, 129.99 (2C), 130.74, 132.07, 132.13 (C-7a od 
pomalidomida), 134.10, 134.14, 134.22, 135.02, 136.24 (C-6 od pomalidomida), 141.99, 
144.95, 146.33 (C-4 od pomalidomida), 147.69, 153.69, 157.05, 167.24, 168.90, 170.07, 
172.54, 172.59, 172.97; HPLC (95% H2O (z 0.1% TFA) do 95% MeCN v 10 min, nato 
95% MeCN 4 min), tR = 5.16 min, 98% čistota, detekcija pri 254 nm; HRMS (ESI) m/z 
[M+H]
+
 za C66H76N12O11SCl: izračunano 1279.5160, izmerjeno 1279.5144. 
  
Slika 18: Struktura spojine 11e. 
 
4.1.3.6. Sinteza PROTAC molekule 11f 
Sledili smo postopku za tvorbo amidne vezi ter uporabili spojino 10f (66 mg, 0,117 mmol) 
in spojino 8 (117 mg, 0,129 mmol). Pri normalnofazni kolonski kromatografiji smo 
uporabili mobilno fazo CH2Cl2:EtOH = 5:1 in izolirali 39 mg (22,9-odstotni izkoristek) 
čistega produkta. Rf  = 0,26 (CH2Cl2:EtOH = 5:1); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 0.93 
(s, 6H, 2 × CH3), 1.30 – 1.42 (m, 4H), 1.28 – 1.40 (m, 6H), 1.53 (sim m, 4H), 1.59 (p, J = 
6.8 Hz, 2H), 1.72 – 1.86 (m, 5H), 1.96 (s, 2H, 6-H od cikloheksena), 1.98 – 2.05 (m, 1H, 
4’-H od pomalidomida), 2.11 – 2.22 (m, 6H), 2.30 (t, J = 3.5 Hz, 4H), 2.46 – 2.62 (m, 6H, 
vsebuje 4’-H, 5’-H od pomalidomida), 2.73 (s, 2H, NCH2), 2.77 (r s, 1H), 2.84 – 2.94 (m, 
1H, 5’-H od pomalidomida), 3.03 (r s, 4H), 3.07 (q, J = 6.1 Hz, 2H), 3.20 – 3.32 (m, 13H), 
3.44 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 5.05 (dd, J = 5.5, 12.8 Hz, 1H, 3’-H od pomalidomida), 6.22 (d, J 
= 2.0 Hz, 1H, Ar-H), 6.33 (dd, J = 1.8, 3.2 Hz, 1H, Ar-H), 6.64 (dd,  J = 2.0, 8.7 Hz, 1H, 
Ar-H), 6.66 (t, J = 5.5 Hz, 1H, Ar-NHCH2CH2), 6.95 (d, J = 8.9 Hz, 1H, Ar-H), 7.00 – 
7.10 (m, 4H, Ar-H, vsebuje pomalidomid-5-H), 7.07 (d, J = 8.7 Hz, 1H, pomalidomid-5-
H), 7.30 – 7.39 (m, 3H, Ar-H), 7.46 (t, J = 2.9 Hz, 1H, azaindol-2-H), 7.52 – 7.60 (m, 2H, 
Ar-H), 7.70 (r d, J = 9.2 Hz, 1H, Ar-H), 7.88 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 7.92 – 8.00 (m, 2H), 8.45 
(d, J = 1.7 Hz, 1H, Ar-H), 8.49 (t, J = 5.5 Hz, 1H, Ar-NHCH2), 11.11 (r s, 1H, 
pomalidomid-NHCO), 11.60 (s, 1H, azaindol-NH); HPLC (95% H2O (z 0.1% TFA) do 
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95% MeCN v 10 min, nato 95% MeCN 4 min), tR = 5.27 min, 96% čistota, detekcija pri 
254 nm; HRMS (ESI) m/z [M+H]
+
 za C74H91N13O14SCl: izračunano 1452.6212, izmerjeno 
1452.6175. 
  
Slika 19: Struktura spojine 11f. 
4.2. Bcl-2 – VHL PROTAC molekula 
4.2.1. Sinteza derivata venetoklaksa (13) 
 
 
Slika 20: Reakcijska shema sinteze liganda za Bcl-2 13. Reagenti in pogoji: (a) EDC×HCl, 
DMAP, DIPEA, CH2Cl2, sobna temperatura, 72 h; (b) TFA, Et3SiH, CH2Cl2, sobna 
temperatura, 10 h. 
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4.2.1.1. Sinteza terc-butil 4-(((4-(N-(2-((1H-pirolo[2,3-b]piridin-5-il)oksi)-4-(4-((4’-
kloro-5,5-dimeril-3,4,5,6-tetrahidro-[1,1'-bifenil]-2-il)metil)piperazin-1-
il)benzoil)sulfamoil)-2-nitrofenil)amino)metil)piperidin-1-karboksilata (12) 
V argonovi atmosferi smo v brezvodnem CH2Cl2 (15 mL) raztopili spojino 2 (689 mg, 
1,134 mmol, 1 ekv), EDC×HCl, (434 mg, 2,268 mmol, 2 ekv) in DMAP (272 mg, 2,268 
mmol, 2 ekv). Dodali smo DIPEA (0,367 mL, 2,268 mmol, 2 ekv) in reakcijsko zmes 
ohladili na 0 °C. Ločeno smo v brezvodnem CH2Cl2 (10 mL) v argonovi atmosferi 
raztopili spojino 4 (517 mg, 1,25 mmol, 1,1 ekv) in raztopino dodali k ohlajeni reakcijski 
zmesi. Po 72 urah mešanja pri sobni temperaturi smo dodali CH2Cl2 (100 mL) in stresali z 
nasičeno vodno raztopino NaHCO3 (100 mL). Organsko fazo smo sprali z vodo (100 mL), 
nasičeno vodno raztopino NaCl (100 mL) in jo sušili nad Na2SO4, filtrirali in uparili topilo. 
Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo z mobilno fazo EtOAc:MeOH = 100:1. 
Dobili smo 590 mg trdnega rumenega produkta (53,8-odstotni izkoristek). Rf = 0,18 
(CH2:Cl2:MeOH = 9:1); 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 0.93 (s, 6H, 2 × CH3), 1.18 – 1.30 
(m, 3H), 1.40 (t, J = 6.4 Hz, 2H, 4-H od cikloheksena), 1.47 (s, 9H, C(CH3)3), 1.75 – 1.92 
(m, 3H), 1.96 (s, 2H, 6-H od cikloheksena), 2.12 – 2.24 (m, 6H), 2.66 – 2.78 (m, 4H), 3.06 
(t, J = 5.1 Hz, 4H), 3.26 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 4.18 (r s, 1H), 5.97 (d, J = 2.3 Hz, 1H, Ar-H), 
6.51 – 6.56 (m, 2H, Ar-H), 6.87 – 6.94 (m, 3H, Ar-H), 7.20 – 7.24 (m, 2H, Ar-H), 7.45 (t, 
J = 3.0 Hz, 1H, azaindol-2-H), 7.70 (d, J = 2.5 Hz, 1H, azaindol-6-H), 7.95 (d, J = 9.0 Hz, 
1H, Ar-H), 8.16 (dd, J = 2.0, 9.0 Hz, 1H, Ar-H), 8.20 (d, J = 2.5 Hz, 1H, Ar-H), 8.53 (t, J 
= 5.6 Hz, 1H, Ar-NHCH2), 8.89 (d, J = 2.3 Hz, 1H, Ar-H), 9.11 (r s, 1H), 10.13 (r s, 1H); 
13
C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 25.55 (cikloheksen-C-3), 28.14 (CH3)2), 28.43 (C(CH3)3), 
29.18, 29.99, 35.28, 35.79, 43.60, 46.85, 46.93, 48.86, 52.19, 60.28, 79.67 (C(CH3)3), 
100.40, 101.57, 108.59, 108.90, 113.64, 120.60, 120.86, 125.34, 127.07, 128.20, 129.02, 
129.15, 129.67, 130.79, 131.91, 133.83, 135.25, 135.65, 136.87, 142.05, 145.08, 146.22, 
147.84, 154.71, 155.67, 159.44, 162.07; HRMS (ESI) m/z [M+H]
+
 za C50H60N8O8SCl: 
izračunano 967.3938; izmerjeno 967.3919. 
 
4.2.1.2. Sinteza 2-((1H-pirolo[2,3-b]piridin-5-il)oksi)-4-(4-((4’-kloro-5,5-dimetil-
3,4,5,6-tetrahidro-[1,1'-bifenil]-2-il)metil)piperazin-1-il)-N-((3-nitro-4-
((piperidin-4-ilmetil)amino)fenil)sulfonil)benzamida (13) 
Spojini 12 (120 mg, 0,124 mmol) smo dodali TFA (3 mL), Et3SiH (0,25 mL) in CH2Cl2 (3 
mL) ter raztopino mešali 10 ur pri sobni temperaturi. S TLC smo potrdili potek reakcije in 
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uparili topilo. Suh zaostanek v bučki smo triturirali s CH2Cl2 in topilo uparili. Rumen 
produkt smo dobro posušili na vakuumski črpalki in ga brez nadaljnjega čiščenja uporabili 
v naslednji stopnji. Rf = 0 (CH2:Cl2:MeOH = 9:1). 
 
4.2.2. Sinteza Bcl-2 – VHL PROTAC molekule 
 
 
Slika 21: Reakcijska shema sinteze Bcl-2 – VHL PROTAC molekule 16. Reagenti in 
pogoji: (a) NaI, aceton, refluks, 20 h; (b) spojina 13, DIPEA, DMF, 80 °C, 72 h. 
 
4.2.2.1. Sinteza (2S,4R)-4-hidroksi-1-((S)-2-(2-(2-(2-jodoetoksi)etoksi)acetamido)-
3,3-dimetilbutanoil)-N-(4-(4-metiltiazol-5-il)benzil)pirolidin-2-
karboksamida (15) 
Spojino 14 (81 mg, 0,136 mmol) in NaI (204 mg, 1,36 mmol, 10 ekv) smo v argonovi 
atmosferi raztopili v predestiliranem acetonu (10 mL) in mešali pri temperaturi refluksa. 
Po 20 urah smo uparili aceton, bel zaostanek raztopili v EtOAc (100 mL) in stresali z 
nasičeno vodno raztopino Na2SO3 (100 mL). Organsko fazo smo stresali z vodo (100 mL), 
nasičeno vodno raztopino NaCl (100 mL), sušili nad Na2SO4, filtrirali in uparili topilo. 
Produkt smo dobro posušili na vakuumski črpalki in ga brez nadaljnjega čiščenja uporabili 
v naslednji reakciji. Rf = 0,64 (MeOH). 
 
4.2.2.2. Sinteza PROTAC molekule 16 
V argonovi atmosferi smo v suhem DMF (4 mL) raztopili spojino 13 (101 mg, 0,117 
mmol) in ji dodali DIPEA (60 L, 0,351 mmol, 3 ekv). Ločeno smo v suhem DMF (5 mL) 
v argonovi atmosferi raztopili spojino 15 (80 mg, 0,117 mmol, 1 ekv) in jo dodali v 
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reakcijsko zmes. Po 72 urah segrevanja pri 80 °C smo uparili topilo in spojino očistili s 
kolonsko kromatografijo z mobilno fazo CH2Cl2:MeOH:NH4OH = 9:1:0,5. Dobili smo 18 
mg trdnega rumenega produkta (10,8-odstotni izkoristek). Rf = 0,08 
(CH2Cl2:MeOH:NH4OH = 9:1:0,5); 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3) 0.94 (s, 6H, 2 × CH3), 
0.98 (s, 9H, C(CH3)3), 1.41 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 1.70 – 1.84 (m, 8H), 1.97 (s, 2H, 6-H od 
cikloheksena), 2.14 – 2.25 (m, 8H), 2.51 (s, 3H, CH3), 2.65 – 2.80 (m, 4H), 3.02 – 3.13 (m, 
6H), 3.19 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.60 – 3.72 (m, 6H), 3.97 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 4.05 – 4.13 
(m, 2H), 4.37 (dd, J = 5.5, 15.0 Hz, 1H), 4.51 – 4.61 (m, 3H), 4.78 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 6.05 
(d, J = 1.6 Hz, 1H, Ar-H), 6.49 (r s, 1H), 6.57 (dd, J = 2.0, 8.8 Hz, 1H, Ar-H), 6.71 (d, J = 
9.2 Hz, 1H, Ar-H), 6.89 – 6.93 (m, 2H, Ar-H), 7.20 – 7.24 (m, 2H, Ar-H), 7.27 – 7.31 (m, 
1H, Ar-H), 7.34 – 7.38 (m, 4H), 7.44 (t, J = 2.4 Hz, 1H, azaindol-2-H), 7.48 – 7.54 (m, 
1H), 7.57 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Ar-H), 7.85 – 7.95 (m, 2H), 8.14 (r s, 1H), 8.46 (t, J = 5.3 Hz, 
1H, Ar-NHCH2), 8.68 (s, 1H, Ar-H), 8.83 (d, J = 1.8 Hz, 1H, Ar-H), 9.48 (r s, 1H); HPLC 
(95% H2O (z 0.1% TFA) do 95% MeCN v 10 min, nato 95% MeCN 4 min), tR = 6.97 min, 
95% čistota, detekcija pri 254 nm; HRMS (ESI) m/z [M+H]+ za C73H90N12O12ClS2: 
izračunano 1425.5926, izmerjeno 1425.5914. 
 
4.3. Bcl-2 – IAP PROTAC molekula 
4.3.1. Sinteza konjugata linker – IAP ligand 
 
 
 
Slika 22: Reakcijska shema sinteze konjugata med linkerjem in IAP ligandom 19. Reagenti 
in pogoji: (a) Pd/C, H2, MeOH, sobna temperatura, 20 h; (b) K2CO3, DMF, 60 °C, 72 h. 
 
  34 
 
4.3.1.1. Sinteza terc-butil ((S)-1-(((S)-1-cikloheksil-2-((2S,4S)-4-(3-
hidroksifenoksi)-2-(((R)-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-1-il)karbamoil)pirolidin-
1-il)-2-oksoetil)amino)-1-oksopropan-2-il-(metil)karbamata (18) 
Spojino 17 (450 mg, 0,587 mmol) smo raztopili v brezvodnem MeOH (6 mL) in topilo 
razplinili. Dodali smo paladij na ogljiku (90 mg, 20 masnih odstotkov) in reakcijo zmes 
mešali v vodikovi atmosferi pri sobni temperaturi 20 h.  Potek reakcije smo potrdili s TLC-
MS, nato pa produkt filtrirali skozi diatomejsko zemljo (Celite ®) in dobro sprali z MeOH. 
Po uparevanju topila smo dobili 395 mg produkta (reakcija je potekla kvantitativno). Rf = 
0,40 (EtOAc); 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3) δ večinski rotamer 0.74 – 0.98 (m, 5H), 1.30 
(d, J = 7.1 Hz, 3H, CHCH3), 1.37 – 1.42 (m, 1H), 1.47 (s, 9H, C(CH3)3), 1.50 – 1.68 (m, 
4H), 1.70 – 1.84 (m, 4H), 1.93 – 2.04 (m, 1H), 2.28 (sim m, 1H), 2.72 (q, J = 6.0 Hz, 2H), 
2.77 (s, 3H, NCH3), 2.84 (d, J = 13.8 Hz, 1H), 3.74 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 4.16 (dd, J = 4.6, 
11.6 Hz, 1H), 4.41 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 4.56 – 4.68 (m, 1H), 4.74 (dd, J = 2.1, 9.2 Hz, 1H), 
4.86 (r s, 1H), 5.09 (nav q, J = 7.0 Hz, 1H, CHCH3), 6.27 (nav t, J = 1.8 Hz, 1H, Ar-H), 
6.33 (dd, J = 1.8, 8.1 Hz, 1H, Ar-H), 6.62 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 6.70 (r s, 1H), 7.04 – 7.16 
(m, 4H, Ar-H), 7.30 (d, J = 7.3 Hz, 1H, Ar-H; 
13
C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 19.83, 
25.44, 25.55, 25.79, 28.35, 28.45, 29.21, 29.74, 29.81, 30.16, 33.40, 40.52, 47.69, 53.40, 
55.34, 60.01, 75.95, 77.24, 103.41, 107.52, 109.06, 126.38, 127.22, 128.91, 129.10, 
130.26, 136.39, 137.45, 157.75, 157.82, 169.67, 171.89, 172.22, resonanca za en kvarterni 
ogljik manjka; HRMS (ESI) m/z [M+H]
+
 za C38H53N4O7: izračunano 677.3909, izmerjeno 
677.3899. 
 
4.3.1.2. Sinteza terc-butil ((S)-1-(((S)-2-((2S,4S)-4-(3-(2-(2-(2-
kloroetoksi)etoksi)etoksi)fenoksi)-2-(((R)-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-1-
il)karbamoil)pirolidin-1-il)-1-cikloheksil-2-oksoetil)amino)-1-oksopropan-
2-il)(metil)karbamata (19) 
V argonovi atmosferi smo v brezvodnem DMF (3 mL) raztopili spojino 18 (350 mg, 0,517 
mmol) in K2CO3 (107 mg, 0,776 mmol, 1,5 ekv). Ločeno smo v agronovi atmosferi v 
suhem DMF (3 mL) raztopili 2-(2-(2-kloroetoksi)etoksi)etil metansulfonat (153 mg, 0,62 
mmol, 1,2 ekv) in raztopino prenesli v reakcijsko zmes. Vse skupaj smo mešali 72 ur pri 
60 °C in s TLC-MS potrdili nastanek produkta. Zmesi smo dodali vodo (40 mL) in 
ekstrahirali z EtOAc (4 × 50 mL). Združene organske faze smo stresali z nasičeno vodno 
raztopino NaCl (150 mL), sušili nad Na2SO4, filtrirali in uparili topilo. Produkt smo očistili 
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s kolonsko kromatografijo, pri čemer smo uporabili mobilno fazo CH2Cl2:MeOH = 50:1 in 
dobili 189 mg trdnega umazano-belega produkta (44,2-odstotni izkoristek). Rf = 0,24 
(CH2Cl2:MeOH = 20:1); 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3) δ večinski rotamer 0.76 – 1.00 (m, 
5H), 1.30 (d, J = 7.1 Hz, 3H, CHCH3), 1.38 – 1.44 (m, 1H), 1.47 (s, 9H, C(CH3)3), 1.50 – 
1.64 (m, 4H), 1.68 – 1.88 (m, 4H), 1.98 – 2.08 (m, 1H), 2.32 (sim m, 1H), 2.70 – 2.80 (m, 
5H, vsebuje NCH3), 2.90 (d, J = 13.9 Hz, 1H), 3.63 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 3.66 – 3.89 (m, 
7H), 3.81 – 3.88 (m, 2H), 4.07 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 4.19 (dd, J = 4.5, 11.4 Hz, 1H), 4.42 (t, 
J = 7.8 Hz, 1H), 4.54 – 4.70 (m, 1H), 4.76 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 4.94 (nav t, J = 4.5 Hz, 1H), 
5.12 (q, J = 5.5 Hz, 1H, CHCH3), 6.34 – 6.44 (m, 2H, Ar-H), 6.55 (dd, J = 1.7, 8.4 Hz, 1H, 
Ar-H), 6.60 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 6.68 (r s, 1H), 7.00 – 7.17 (m, 4H, Ar-H), 7.26 – 7.31 (m, 
1H, Ar-H); 
13
C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 19.92, 25.37, 25.48, 25.73, 28.26, 28.36, 29.18, 
29.66, 29.85, 30.01, 33.32, 40.49, 42.68, 47.54, 53.53, 55.17, 60.02, 67.34, 69.67, 70.62, 
70.72, 71.31, 76.09, 77.09, 102.91, 107.56, 108.32, 126.14, 127.06, 128.57, 129.02, 
130.02, 136.48, 137.31, 157.73, 159.97, 169.31, 169.35, 171.52, 172.20; HRMS (ESI) m/z 
[M+H]
+
 za C44H64N4O9Cl: izračunano 827.4356, izmerjeno 827.4340. 
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4.3.2. Sinteza Bcl-2 – IAP PROTAC molekule  
 
 
Slika 23: Reakcijska shema sinteze Bcl-2 – IAP PROTAC molekule 21. Reagenti in 
pogoji: (a) DIPEA, NaI, DMF, 90 °C, 16 h; (b) 4 M HCl v dioksanu, CH2Cl2, sobna 
temperatura, 9 h. 
4.3.2.1. Sinteza terc-butil ((S)-1-(((S)-2-((2S,4S)-4-(3-(2-(2-(2-(4-(((4-(N-(2-((1H-
pirolo[2,3-b]piridin-5-il)oksi)-4-(4-((4’-kloro-5,5-dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-
[1,1’-bifenil]-2-il)metil)piperazin-1-il)benzoil)sulfamoil)-2-
nitrofenil)amino)metil)piperidin-1-il)etoksi)etoksi)etoksi)fenoksi)-2-(((R)-
1,2,3,4-tetrahidronaftalen-1-il)karbamoil-pirolidin-1-il)-1-cikloheksil-2-
oksoetil)amino)-1-oksopropan-2-il)(metil)karbamata (20) 
Spojino 13 (200 mg, 0,230 mmol) in NaI (17 mg, 0,115 mmol, 0,5 ekv) smo raztopili v 
brezvodnem DMF (3 mL) v argonovi atmosferi. Dodali smo DIPEA (236 L, 1,38 mmol, 
6 ekv), nato pa še raztopino spojine 19 (190 mg, 0,230 mmol, 1 ekv.) v brezvodnem DMF 
(6 mL). Reakcijsko zmes smo mešali pri 90 °C in po 15 urah s TLC-MS potrdili nastanek 
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produkta. Uparili smo topilo in spojino očistili s kolonsko kromatografijo z mobilno fazo 
CH2Cl2:MeOH:NH4OH = 9:1:0,5. Dobili smo 50 mg trdnega rumenega produkta (13,1-
odstotni izkoristek). Rf = 0,18 (CH2Cl2:MeOH:NH4OH = 9:1:0,5); 
1
H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 0.76 – 0.92 (m, 5H), 0.93 (s, 6H, 2 × CH3), 1.24 – 1.32 (m, 6H), 1.41 (t, J = 6.6 
Hz, 4H), 1.46 (s, 9H, C(CH3)3), 1.50 – 1.58 (m, 5H), 1.72 – 1.84 (m, 6H), 1.96 (s, 2H, 6-H 
od cikloheksena), 1.98 – 2.07 (m, 3H), 2.12 – 2.23 (m, 6H), 2.32 (sim m, 1H), 2.60 (t, J = 
6.0 Hz, 2H), 2.70 – 2.78 (m, 7H, vsebuje NCH3), 2.89 (d, J = 13.7 Hz, 1H), 3.00 (d, J = 
11.1 Hz, 2H), 3.06 (nav t, J = 4.5 Hz, 4H), 3.20 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.60 – 3.65 (m, 4H), 
3.68 – 3.72 (m, 2H), 3.76 – 3.84 (m, 3H), 4.05 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 4.19 (dd, J = 4.5, 11.0 
Hz, 1H), 4.22 (t, J = 8.1 Hz, 1H), 4.76 (dd, J = 1.3, 8.9 Hz, 1H), 4.92 (r s, 1H), 5.11 (q, J = 
5.5 Hz, 1H, CHCH3), 6.00 (nav d, J = 1.6 Hz, 1H, Ar-H), 6.35 – 6.42 (m, 2H, Ar-H), 6.50 
– 6.56 (m, 3H, Ar-H), 6.64 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.82 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 6.88 – 6.94 (m, 
2H, Ar-H), 7.01 – 7.08 (m, 2H, Ar-H), 7.08 – 7.16 (m, 2H, Ar-H), 7.20 – 7.24 (m, 2H, Ar-
H), 7.26 – 7.31 (m, 1H, Ar-H), 7.43 (r s, 1H, azaindol-2-H), 7.67 (r s, 1H, Ar-H), 7.94 (d, J 
= 9.0 Hz, 1H, Ar-H), 8.06 (r d, J = 8.4 Hz, 1H), 8.16 (d, J = 2.6 Hz, 1H, Ar-H), 8.49 (t, J = 
5.4 Hz, 1H, Ar-NHCH2), 8.87 (d, J = 1.8 Hz, 1H, Ar-H), 9.18 (r s, 1H); HRMS (ESI) m/z 
[M+2H]
2+
 za C89H115N12O15ClS: izračunano 829.4002, izmerjeno 829.3989. 
 
4.3.2.2. Sinteza PROTAC molekule 21 
Spojino 20 (48 mg, 0,029 mmol) smo raztopili v brezvodnem CH2Cl2 (5 mL) in dodali 4 M 
HCl v dioksanu (5 mL). S TLC smo preverili potek reakcije in po 9 urah mešanja uparili 
topilo. Suh zaostanek v bučki smo triturirali z dietil etrom in topilo uparili. Rumenemu 
trdnemu zaostanku smo dodali nasičeno vodno raztopino NaHCO3 (25 mL) in EtOAc (25 
mL). Vodno fazo smo še dvakrat stresali z EtOAc (25 mL), nato pa združene organske faze 
stresali z nasičeno vodno raztopino NaCl (50 mL), sušili nad Na2SO4, filtrirali in uparili 
topilo. Produkt smo očistili s pomočjo kolonske kromatografije z mobilno fazo 
CH2Cl2:MeOH:NH4OH = 9:1:0,5, pri čemer smo dobili 22 mg trdne rumene spojine (51,9-
odstotni izkoristek). Rf = 0,08 (CH2Cl2:MeOH:NH4OH = 9:1:0,5); 
1
H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 0.73 – 0.92 (m, 5H), 0.93 (s, 6H, 2 × CH3), 1.28 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CHCH3), 1.40 
(t, J = 6.5 Hz, 4H), 1.44 – 1.66 (m, 8H), 1.72 – 1.85 (m, 6H), 1.96 (s, 2H, 6-H od 
cikloheksena), 2.00 – 2.11 (m, 3H), 2.15 (nav t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.20 (t, J = 4.9 Hz, 4H), 
2.28 – 2.39 (m, 4H), 2.60 – 2.66 (m, 2H), 2.70 – 2.78 (m, 4H, vsebuje NCH3), 2.89 (d, J = 
13.8 Hz, 1H), 3.02 – 3.14 (m, 6H), 3.20 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 3.60 – 3.68 (m, 4H), 3.68 – 
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3.74 (m, 2H), 3.76 – 3.82 (m, 3H), 4.05 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 4.26 (dd, J = 4.9, 11.6 Hz, 1H), 
4.42 (t, J = 8.4 Hz, 1H), 4.77 (dd, J = 2.1, 9.8 Hz, 1H), 4.94 (nav t, J = 4.9 Hz, 1H), 5.12 
(q, J = 5.5 Hz, 1H, CHCH3), 6.01 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Ar-H), 6.36 – 6.42 (m, 2H, Ar-H), 
6.50 – 6.57 (m, 3H, Ar-H), 6.64 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.81 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.88 – 6.94 
(m, 2H, Ar-H), 7.02 – 7.08 (m, 2H, Ar-H), 7.09 – 7.18 (m, 2H, Ar-H), 7.20 – 7.24 (m, 2H, 
Ar-H), 7.27 – 7.31 (m, 1H, Ar-H), 7.45 (t, J = 3.0 Hz, 1H, azaindol-2-H), 7.64 – 7.71 (m, 
2H, Ar-H), 7.95 (d, J = 9.0 Hz, 1H, Ar-H), 8.04 (r d, J = 8.7 Hz, 1H), 8.16 (d, J = 2.6 Hz, 
1H, Ar-H), 8.48 (t, J = 5.4 Hz, 1H, Ar-NHCH2), 8.86 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Ar-H), 9.48 (r s, 
1H); 
13
C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 19.52, 20.04, 25.47, 25.54, 25.59, 25.84, 28.13, 
28.53, 29.16, 29.24, 29.73, 29.95, 33.37, 35.09, 35.15, 35.27, 40.44, 46.90, 47.59, 48.79, 
52.20, 53.56, 53.65, 54.80, 57.77, 60.05, 60.18, 60.28, 67.40, 68.60, 69.61, 70.35, 70.71, 
76.19, 101.13, 101.27, 102.96, 107.60, 108.28, 109.06, 109.07, 113.72, 120.20, 120.61, 
126.18, 127.10, 127.25, 128.18, 128.57, 128.92, 128.93, 129.03, 129.06, 129.66, 130.06, 
130.56, 131.88, 133.78, 135.21, 136.27, 136.29, 136.55, 137.37, 142.05, 145.57, 146.09, 
147.78, 155.56, 155.58, 157.82, 159.00, 160.01, 169.48, 172.61, 175.07; HPLC (95% H2O 
(z 0.1% TFA) do 95% MeCN v 10 min, nato 95% MeCN 4 min), tR = 6.99 min, 96% 
čistota, detekcija pri 254 nm; HRMS (ESI) m/z [M+H]+ za C84H106N12O13ClS: izračunano 
1557.7406, izmerjeno 1557.7384. 
 
4.4. Encimsko testiranje  
Biotiniliran Bim peptid smo razredčili na 0,09 µg/mL v blokirnem SuperBlock pufru 
(Pierce Biotechnology) in ga uro in pol inkubirali pri sobni temperaturi na mikrotitrski 
ploščici, prevlečeni s streptavidinom (Qiagen), da so nastali kompleksi med biotiniliranim 
Bim peptidom in streptavidinom. Pripravili smo delovne 20 mM raztopine PROTAC 
molekul in venetoklaksa (pozitivna kontrola) v DMSO, iz katerih smo pripravili nadaljnje 
redčitve (od 1 nM do 2 µM). Nato smo vsako izmed njih inkubirali z 20 nM His-
označenim Bcl-2 v PBS (angl. phosphate buffered saline, izotonični fosfatni puffer) eno 
uro pri sobni temperaturi. Mikrotitrske ploščice s kompleksom strepravidn-biotiniliran Bim 
peptid smo trikrat sprali s spiralnim pufrom (0,05% Tween-20 v PBS), nato pa pripravljene 
raztopine PROTAC molekule in proteina Bcl-2 (100 µL) prenesli na miktotitrsko ploščico 
in inkubirali 2 uri pri sobni temperaturi. Ploščice smo zatem ponovno sprali s spiralnim 
pufrom, nanesli mišja anti-histidin protitelesa, konjugirana s hrenovo peroksidazo 
(Qiagen), inkubirali 1 uro pri sobni temperaturi, nato pa ploščico ponovno sprali s 
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spiralnim pufrom. Za detekcijo encimske aktivnosti hrenove peroksidaze smo uporabili o-
fenilendiamin (20 µM, Sigma) v citratno-fosfatnem pufru (0,2 M Na2HPO4, 0,1 M 
citronska kislina, pH 5,0). Reakcijo smo kinetično spremljali s čitalcem mikrotitrskih 
ploščic (BioTek Synergy HT) 15 min pri 450 nm. IC50 vrednosti so bile izračunane s 
pomočjo GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, CA). Za vsak PROTAC smo 
opravili 3-5 poskusov za izračun povprečne vrednosti IC50 in standardne deviacije (SD). 
 
4.5. Celično testiranje 
4.5.1. Celične linije 
Celične linije MM1S (multipli mielom, rezistenten na steroidno terapijo), THP-1 (akutna 
mieloična levkemija) in Kasumi-1 (akutna mieloična levkemija s t(8;21) translokacijo) 
smo pridobili s strani American Type Culture Collection (ATCC). Celice smo gojili v 
mediju RPMI 1640 (Biochrom9, obogatenem z 10% topolotno-inaktiviranim fetusnim 
serumom goveda (angl. fetal bovine serum, FBS) (Biochrom) ter 1% 
penicilinom/streptomicinom in 1% L-glutaminom) pri 37 °C v inkubatorju s 5% CO2.  
 
4.5.2. Imunski odtis 
Po izpostavitvi celic spojinam PROTAC smo jih lizirali (IP lizni pufer (Pierce) s 
komercialno dostopnimi mešanicami proteaznih in fosfataznih zaviralcev (Thermo 
Scientific). Vsebnost proteinov smo določili s testom z bicinhonično kislino (angl. 
bicinchoninic acid (BCA) assay), nato pa enake količine proteinov ločili s poliakrilamidno 
gelsko elektroforezo v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata (SDS-PAGE) pri konstantni 
električni napetosti. S prenosom western smo proteine prenesli na membrano Immobilon-P 
(Millipore), čemur je sledilo določanje izbranih proteinov s specifičnimi primarnimi 
protitelesi (CRBN (1:500, Sigma HPA045910), IKZF1 (1:1000, Cell Signaling 14859S, 
klon: D6N9Y), BAX (1:1000, Cell signaling, klon: D2E11) in α-tubulin (1:7000, Sigma 
T5168, klon: B512)). Detekcija je potekala s sekundarnimi protitelesi, konjugiranimi s 
hrenovo peroksidazo, s pomočjo katerih smo določili jakost luminiscence. Rezultate smo 
najprej normalizirali na kontrolo nanosa (t.j. α-tubulin), čemur je sledila primerjava med 
posameznimi vzorci.  
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4.5.3. Test celične viabilnosti 
Na mikrotitrski ploščici smo v treh ponovitvah celične linije obdelali s spojinami 
PROTAC in pomalidomidom ter po 96 urah analizirali s CellTiter-Glo® Luminescent Cell 
Viability Assay (Promega), da smo določili število živih celic. Luminiscenco smo izmerili 
na PolarStar plate reader (BMG labtech). 
 
4.5.4. Statistična analiza 
Rezultate smo statistično analizirali z dvostransko Studentovo t-test metodo s programom 
GraphPad Prism 6 (v6.01, GraphPad). Varianca treh ponovitev je podana kot povprečje ± 
standardna napaka povprečja. 
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5. Rezultati in razprava 
5.1. Buchwald–Hartwigovo aminiranje 
Večina reakcij, opisanih v eksperimentalnem delu, je potekala po enostavnih mehanizmih, 
izjema je le sinteza spojine 1, ki smo jo pripravili po postopku Buchwald-Hartwigovega 
aminiranja. Predopostavljen mehanizem reakcije je prikazan na Sliki 24. Oksidativna 
adicija aril-bromida na kompleks liganda in paladija L-Pd v mirovnem stanju Pd(0) 
predstavlja stopnjo, ki omejuje hitrost reakcije. Kompleksiranju amina sledi deprotonacija 
nastalega Pd-amin kompleksa z NaOtBu, pri čemer nastaneta NaBr in t-BuOH. Po 
reduktivni eliminaciji produkta 1 se z ligandom stabiliziran katalizator regenerira.
(40)
  
 
 
Slika 24: Mehanizem Buchwald-Hartwigovega aminiranja pri sintezi spojine 1.  
 
Pri reakciji smo se odločili za kombinacijo katalizatorja Pd2(dba)3 z ligandom Aphos, ki je 
v literaturi vodila do izkoristkov blizu 90%. Malenkost boljšo pretvorbo sicer omogoči 
uporaba istega liganda s [Pd(1-fenilalil)Cl]2,
(41)
 vendar je ta reagent drag in težko dostopen.   
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Za ugoden potek reakcije je potrebno uporabiti kakovosten NaOtBu, saj lahko prisotnost 
NaOH, ki nastane pri stiku reagenta z zračno vlago, povzroči saponifikacijo terc-butilnega 
estra benzojske kisline. Teoretično bi reakcija kljub temu lahko potekla do Boc-
odščitenega produkta 2, vendar na nastalem derivatu natrijevega benzoata zaradi njegove 
slabe topnosti v toluenu aminiranje ne poteče.(41) 
 
5.2. Sklapljanje s HATU 
Pri sintezi PROTAC molekul 11a-11f smo za tvorbo amidne vezi uporabili sklopitveni 
reagent HATU, ki izhodno karboksilno kislino selektivno aktivira v obliki estra, ta pa v 
nadaljevanju reagira z aminom. Potek reakcije je shematsko prikazan na Sliki 25. Stranski 
produkt tetrametilsečnina je brezbarvna tekočina, ki se dobro meša z vodo in številnimi 
organskimi topili ter pogosto otežuje čiščenje končnih amidnih produktov. Za zadovoljivo 
visoko čistoto PROTAC-ov 11a-11f smo zato prilagodili postopek in pred kolonsko 
kromatografijo vsak produkt predhodno očisitili še z avtomatizirano reverznofazno 
kromatografijo. 
 
 
Slika 25: Mehanizem tvorbe amidne vezi s sklopitvenim reagentom HATU. 
 
5.3. Prelimirani rezultati biokemijskega vrednotenja 
 
5.3.1. Afiniteta PROTAC spojin do Bcl-2 
Rezultati encimskoimunskega testiranja so zbrani v Preglednici I. Ugotovili smo, da 
PROTAC spojine izkazujejo venetoklaksu podobno afiniteto do Bcl-2 v nanomolarnem 
območju. Ker smo uporabljena liganda za E3 ligazo (spojini 8 in 13) načrtovali na osnovi 
kokristalne strukture navitoklaksa v aktivnem mestu Bcl-2, so rezultati pričakovani. 
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Preglednica I: Določene afinitete venetoklaksa (pozitivna kontrola) in PROTAC spojin do 
Bcl-2. 
Spojina Afiniteta ( SD) 
Venetoklaks 17 nM  3 nM 
11a 16nM  6 nM 
11b 34 nM  8 nM 
11c 10 nM  3 nM 
11d 77nM  10 nM 
11e 76 nM  13 nM 
11f 17 nM  9 nM 
16 34 nM  16 nM 
21 27 nM  11 nM 
 
5.3.2. Rezultati testiranj na celičnih linijah 
Rezultati prenosa western na vzorcih iz celične linije MM1S po 16 urah inkubacije niso 
pokazali jasne razgradnje proteina Bcl-2, opazna je morda le blago inducirana proteoliza s 
spojino 11d pri koncentraciji 1 µM (Slika 26). Obenem smo preverili še nivoje IKZF1 in 
ugotovili, da sta spojini 11d in 11e pri koncentraciji 1 µM povzročili s pomalidomidom 
(Pom) primerljivo razgradnjo tega neo-substrata, kar posredno dokaže sposobnost 
prehajanja celične membrane, uspešno vezavo na cereblon in njegovo indukcijo. 
 
Slika 26: Rezultati prenosa western za Bcl-2 - cereblon PROTAC molekule. Količina 
nanešenega proteina: 20 µg. 
 
Razgradnje Bcl-2 prav tako nista uspeli inducirati spojini 16 (Bcl-1 – VHL PROTAC 
molekula) in 21 (Bcl-2 – IAP PROTAC molekula). Rezultati prenosa western (Slika 27) so 
pokazali s spojino 21 inducirano avtorazgradnjo proteina cIAP, kar posredno dokazuje, da 
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je spojina 21 sposobna prehajati celično membrano. Za spojino 16 takšnega posrednega 
dokaza za prehajanje nimamo, zato celične permeabilnosti ne moremo oceniti. 
 
Slika 27: Rezultati prenosa western za Bcl-2 – VHL in Bcl-2 – IAP PROTAC molekuli. 
Količina nanešenega proteina: 15 µg 
 
Čeprav so prenosi western pokazali, da sintetizirane molekule ne povzročijo razgradnje 
proteina Bcl-2, smo spojine 11a-11f testirali še s testi viabilnosti na treh različnih celičnih 
linijah, na vsaki po 96-urni inkubaciji. Na celični liniji MM1S, ki je občutljiva na 
pomalidomid, ne pa tudi na venetoklaks, sta najvišjo aktivnost izkazali spojini 11d in 11e 
(pri koncentraciji 1 µM, Slika 28). Sledita spojini 11a in 11c, medtem ko sta PROTAC 
molekuli 11b in 11f celično smrt povzročili le v manjšem obsegu.  
  
Slika 28: Grafični prikaz rezultatov testov viabilnosti na celični liniji MM1S. 
 
Najobetavnejši so bili rezultati na celični liniji Kasumi-1, ki je rezistentna na pomalidomid 
ter občutljiva na venetoklaks. Najvišji odstotek celične smrti sta ponovno inducirali spojini 
11d in 11e pri 1 µM, v manjšem obsegu pa tudi pri koncentraciji 0,1 µM (Slika 29). Pri 1 
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µM sta visoko aktivnosti izkazali tudi spojini 11a in 11c, približno 50 % celično viabilnost 
pa je dosegla spojina 11b. Testi na celicah THP-1, ki niso občutljive na venetoklaks in 
pomalidomid, so pokazali precej manj izrazito povzročanje celične smrti (Slika 30). Kljub 
neuspešni indukciji razgradnje proteina Bcl-2 so testirane molekule pri koncentraciji 1 µM 
izkazale večjo učinkovitost kot sam venetoklaks, zato lahko trenutno sklepamo, da 
mehanizem delovanja pri spojinah 11a-11f ne vključuje le zaviranja/interakcije z Bcl-2, za 
razjasnitev mehanizma delovanja pa bodo v prihodnosti potrebna dodatna testiranja. 
   
Slika 29: Grafični prikaz rezultatov testov viabilnosti na celični liniji Kasumi-1. 
 
 
Slika 30: Grafični prikaz rezultatov testov viabilnosti na celični liniji THP-1. 
 
5.4. Razprava rezultatov na celičnih linijah – prehajanje membrane 
Končnim spojinam smo s pomočjo programa BIOVIA Draw 2018 proizvajalca Dassault 
Systems izračunali porazdelitveni koeficient (logP), ki je povezan z farmakokinetičnimi 
lastnostmi zdravilnih učinkovin, ter ploščino polarne površine molekule (angl. polar 
surface area - PSA), ki opisuje transportne lastnosti učinkovin (prehajanje skozi 
0
25
50
75
100
C
el
ič
n
a 
v
ia
b
li
n
o
st
 (
%
) 
Kasumi-1 
0,1 µM 1 µM
0
25
50
75
100
C
el
ič
n
a 
v
ia
b
li
n
o
st
 (
%
) 
THP-1 
0,1 µM 1 µM
  46 
 
membrane, npr. črevesni epitelij in hematoencefalna bariera). Vrednosti so zbrane v 
spodnji preglednici (Preglednica II).  
 
Preglednica II: Izračunane vrednosti PSA in log P za končne PROTAC molekule. 
 Struktura 
PSA 
[Å2] 
log P 
1
1
a
 
 
323 3,61 
1
1
b
 
 
332 4,51 
1
1
c 
 
332 3,48 
1
1
d
 
 
332 6,89 
1
1
e 
 
304 5,36 
1
1
f 
 
351 3,93 
1
6
 
 
338 5,45 
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2
1
 
 
312 7,65 
 
PROTAC molekuli, ki sta pri testiranju s prenosom western pokazali razgradnjo 
cereblonovega neo-substrata IKZF1, sta spojini 11d in 11e, katerih izračunani logP 
vrednosti znašata 6,89 in 5,36. To je znatno več od ostalih štirih Bcl-2 – cereblon molekul, 
ki imajo izračunane vrednosti logP med 3,48 (molekula 11c) in 4,51 (molekula 11b). 
Spojina 11a ima izmed vseh molekul tudi najnižjo izračunano vrednost PSA (304 Å2), kar 
vseeno krepko presega ploščino 140 Å2, ki je v literaturi navedena kot meja, nad katero je 
permeabilnost membrane tipično omejena.(42) Spojina 21, ki ima najvišji izračunan logP 
(7,65) in drugo najnižjo PSA (312 Å2), tudi pričakovano prehaja celično membrano.  
 
5.5. Razprava rezultatov na celičnih linijah – razgradnja Bcl-2 
Možnih razlogov, zakaj nobena od sintetiziranih PROTAC molekul ni uspela inducirati 
razgradnje Bcl-2, je veliko. Čeprav smo sintetizirali skupino šestih himernih molekul Bcl-2 
– cereblon, izbrani linkerji morda vseeno niso zagotovili optimalne pozicije E3 ligaze 
napram lizinu tarčnega proteina, zato ubikvitinacija ni bila mogoča. Najobetavnejše 
rezultate pri testu celične viabilnosti sta izkazali spojini 11d in 11e, kar je zanimivo glede 
na dejstvo, da vsebujeta med seboj zelo različna linkerja (dolga veriga pri 11d in kratka 
alifatska veriga pri 11e). Kljub odsotnosti razgradnje Bcl-2 je do indukcije celične smrti 
lahko prišlo že zaradi same vezave molekul na Bcl-2 in njegovega zaviranja (ne 
razgradnje) ter hkrati zaradi morebitne vezave na kakšen drug BH3 protein, ki je vključen 
v apoptozo, npr. Bcl-xL; tega sicer ne bi pričakovali, saj je bil venetoklaks načrtovan tako, 
da se vezavi na Bcl-xL izogne. Kljub temu je afiniteta venetoklaksa do Bcl-xL še vedno 
znatna (Ki = 48 nM),
(33)
 poleg tega pa so PROTAC molekule sposobne modulirati vezavo 
na tarčne proteine, zaradi česar je lahko afiniteta PROTAC molekul za Bcl-xL večja, kot je 
za venetoklaks.  
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Spojini 16 (Bcl-2 – VHL PROTAC) in 21 (Bcl-2 – IAP PROTAC) prav tako nista 
inducirali razgradnje tarčnega proteina, vendar iz dobljenih rezultatov nikakor ne smemo 
sklepati, da ciljani E3 ligazi nista ustezni za ubikvitinacijo Bcl-2. S sintezo in testiranjem 
večjega števila himernih molekul, pri katerih bi uporabili ligande za VHL ter IAP ter hkrati 
spreminjali dolžine linkerjev, bi pridobili boljši vpogled v potencialno aktivnost ter 
uporabnost teh spojin. 
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6. Sklep 
Sintetizirali smo 6 hibridnih PROTAC spojin Bcl-2 – CRBN (11a-11f), eno Bcl-2 - VHL 
(16) in eno Bcl-2 - IAP (21). Vse so izkazovale z venetoklaksom primerljivo afiniteto do 
Bcl-2 v nanomolarnem območju, vendar nobena ni bila uspešna z vidika indukcije 
razgradnje Bcl-2. Sposobost prehajanja celične membrane smo dokazali pri spojinah 11d, 
11e in 21, glede na teste viabilnosti pa so znotrajcelično aktivnost izkazovale tudi spojine 
11a, 11b, 11c in 11e. Upoštevajoč okvirne izračunane vrednosti logP so za boljšo 
permeabilnost preferirane bolj lipofilne spojine z logP nad 5 in nižjimi vrednostmi PSA.  
 
V prihodnosti bi bilo smiselno spojine načrtovali tako, da bi zagotovili čim višjo vrednost 
logP in čim nižjo vrednost PSA, s čimer bi dodatno povečali možnost njihove 
znotrajcelične aktivnosti. S sintezo večje skupine hibridnih spojin Bcl-2 – cereblon, ki 
vsebujejo linkerje različnih dolžin, polarnosti in ki se na derivat venetoklaksa (bodisi na 
spojino 13 ali njeno podaljšano različico 8) pripenjajo preko amidne vezi ali N-alkiliranja, 
bi povečali možnost uspešne tvorbe ternarnih kompleksov in pravilnega pozicioniranja 
lizina za ubikvitinacijo. Prav tako je nujna razširitev nabora spojin Bcl-2 – VHL in Bcl-2 – 
IAP; pri vsaki bi morali veliko pozornost nameniti dolžini linkerja ter hkrati tudi njegovim 
fizikalno-kemijskim lastnostim. 
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